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La leucemia linfoide crónica de celular H es una ncoplasia caracterizada por una
expansión clonal de linfocitos B maduros que expresan CD5 Clínicamente al{
pacientes presentan un desarrollo lento de la enfermedad frente a otros con cnfcnnodad
progresiva y resistente a tratamiento. Actualmente se piensa que esta heterogeneidad %c
debe a la diferente capacidad de respuesta frente a antt^cno de las células lumorale* Se
sabe que la respuesta frente anliKcno depende de la funcionalidad det nxcplor
especifico de antígeno (BCR). asi como de señales adicionales de gticoproteínas
moduladores asociadas a éste Entre ésta* se encuentra el CDS. que funciona como un
regulador negativo de 1a señalización BCR
En este trabajo se estudió si la molécula CDS podía estar relacionada con la
expansión clonal que caracteriza a esta patología y o con las distintas formas de
presentación de la enfermedad. Para ello se realizaron una sene de ensayos ¡n \nm en
los cuales se anali/ó cómo afectaba el alejamiento del CD5 a la señalización BCR de los
Imfocitos B de la LLC. Se observó que. a diferencia de las células control, las señales
de viabilidad, apoptosis o proliferación en respuesta a estímulos anii-BCR. no
resultaban afectadas por la ausencia de CD5 en las células tumoralcs. Esto parecía
indicar que CD5 no ejerce un efecto inhibidor sobre la señalización BCR en estas
células, hecho que puede estar relacionado con la expansión tumoral.
Sin embargo, esta falta de modulación no parcela debida a defectos en la vía de
señalización de CDS. puesto que anticuerpos anti-CDS inducían apoptoati y/o
»labilidad según la dosis de anticuerpo empicada CDS era capa/ de disparar eventos
inmediatos de activación como la fosforilación de proteina* urostna quinan y la
posterior inducción de la proteina antiapopiótica M c M . por una vía dependiente de la
activación de U proteina qutnasa C Por otra, parte esta tenali/actón de CDS tami
disparaba la producción de ILIO, atocina inmunomoduladora que podría participar
también en el mantenimiento de la \ labilidad de las células lumoraJes.
lio aporta datos novedosos respecto a la biología de los liní<n nos \\ de
la LLC. en concreto se describe por primera vez que la señalización positiva a través de
CDS puede participar en el mantenimiento de la viabilidad de estas células tu mora I es
A su vez. se presentan dalos que pueden ser de utilidad en la búsqueda de nuevas
aproximaciones terapéuticas, o bien en la mejora de las utilizadas en la actualidad. El
planteamiento del trabajo, asi como la exposición de resultados y conclusiones, se
presentan de forma clara y correcta en la memoria.
Por todo lo expuesto anteriormente. uniM(lcram<« que el trabajo presentado por
DAa-Gcma Perc/ Chacón, realizado bajo nuestra dirección, reúne las condu iones de
contenido, metodológicas y formales adecuadas para ser admitido como 1 aaj| para optar
al grado de Doctor por el Departamento de Medicina de la Universidad Autónoma de
Madrid y ser públicamente defendido ante el Tnbunal que procoda.
Madnd. 5 de octubre de 2004
Fdo. Paloma Pérez Acicgo de Mendoza A Vargas Nuñc/
Esta tesis doctoral ha sido realizada en el laboratorio de la Fundación I .AIR, gracia» a
la financiación concedida por la misma entidad.
A w« padres y a mi hermano
La Ciencia es como (a Tierra; sólo se puede poseer un poco de eSa.
francou Mane Arouel Voítatrt
( menta la UyenJj que (a Turra clamaba par trntrníamir tu
duraba ya mt/fomu de aéku. tunta la leyenda que ía Ttem m tmadtnUy am de lo más
profundo de sus entraña surgió ef Mar. quf frjj una cruamu^Jj tu. ha La Tierra « J M > Jr
*M e^sftnóm trotó e( Vumto. que el Vumto te e*furtmo por ser dtsptrtsdo y dt su fuña
manó el Juego Cuenta ía leyenda que, tras una eternidad de interminables disputas, -Tvrra.
'Mar, liento y fuego aprrndurrvn a convivir. Cuenta ía leyenda que de esa untan surgió Ca
*í'pasaron años, siglos, mtíentos. y hubo un momento en que nuestra memoria empezó
a recordar, un momento en eí que eÜós estaban aQí, surgidos dt la nada- H( pnnnpw eran
pocos y m ú f i en completa armonía. Frw pronto fueron más. <De Ca 'Madre surgvnm los fajos
y Segó el día en que los hijos quisieron überane, y egoistamente se vofvumm contra aquéda
que fes había regalado (a vida. Quuwnrn apoderarse dé su sabiduría, de todos (os secretos
hasta entonces guardados con tanto celo. ¥ presintiendo su final, la Madre, consciente de su
debilidad y del poca tiempo que (e rextaba, st Cmanto de su (echo y te /fingió nacía su destino
Hfcomó caminos sin fin y cruzó rios de eterna profundidad y, cuando por fin avistó Ca
montana, Ca 'Tierra se tornó sombría. Cuando Ca 'Madre encumbró Ca cima, juntó sus manos y
Cas alzó hacia el cieCo, negro como Ca misma oscuridad £bnó Cas manos CentamenU y de tu
interior brotó una luz., tan inmensa como el Universo. -Muye, huye hasta que Qegwn a
comprender-clamó en voz alta-. (De Ca Cuz brotó luz y el cielo se Uñó de wp intenso, Ca úu
se espartió hasta el último confín conocido y por conocer y (a oscuridad se hizo de nurm tan
sólo quedó una piedra, roja como el fuego y brillante como Ca \ida. £ su Codo, el cuerpo inerte
de (a Madre.
Címábamot nanos déos tamtnaméó^ cnutot^o {kitqmtt. nos y
muy oten hacia dónde nos dmtfamm peto *i#> mi diría qm Sruáéamos U dtmctím carnet*.
Mt corazón mo podía equnixane. t<of%ia a tener esa sensación que lanías vetes me kahta
HrtdMW cuando *m tan sólo una niña Mt hermano siemprr me ¿r. u yur rra un don. que a
teguia m% instinto Segaría aQt donde mu propusiese <De veten cuando no podía evitar mtrar
hacia atrás, mt pensamiento aun evocaba (a úíttma tma^en de mi (amiba, anta de que la
comitiva abandonase eípoetado.
Todavía absorta en mu pensamientos, aké (a mirada y observé (as fastas montaña*
que se engian ante mí 'Me paré, rrsptrr profundamente y continué (a marcha, aQi detras me
esperaba mt destino.
Ya casi no rrcuerdo cómo tmptzó todo, fue efdia en que quise saber qué había ai otro
todo de( pueblo, más aQá de (ot ftmtUí pmÑibtdoi. Nunca podía etUtr parada y eso me
costaría más de un disgusto. No si coma pero me encontré escalando una montaña, y a partir
de ese momento tofo rrcuerdo (a íuz, brxüante. y del color mjo más intenso que ningún ter m •.•
jamás haya \-uto. Me atrajo hacia cíía y ya no pude ignoraría. La escondí durante dios, pero
sabia que no podía quedarse aSi. que ése no era su lugar, así que decidí consultar a los Sabios.
Tíunta antes había visto a Cas Sabtoi. había curta leyenda alrededor de eSot, se dtda
que el ($ran Sabio, desaparecido hace tiempo, (es seguía guiando en sus cometidas, ahora té
que es cierto, y que de alguna manera estaba al lado de cada uno de nosotros, flI entrar en la
tienda, me tniadtó una indescriptible sensación de nspetoy un cierto temor, que poco a poco
se fue atenuando. Les conté lo que había sucedido y les enseñé la luz. <Deüberatvn y poco
después me hicieron Samar
A pmttr de akt todo s*ctdk> ctm gmn mptdit*. Temía que tsar em
hacia algún j$t*o qué entomm desconocí*. 'Me asignanm das gwías, um
jmmsríá *n ti pomada, y e( otro, «n gmn mentoru. que me acompañaría en mi tamino
Púrrcia unapersona distante, perv nunca mds lejos de lo que yo conocí, (oque i«id en etta era
serenidad y saber estar y, soérr todo, una gran sabiduría Turra me espetaba* arte pentmas
más. a ios que ahora Samo amagos Cada uno tan diferente deí otro como yo muma, eom
alguna cancteristtea propia que íes hacia destacar deírtsto. Y todos me enseñarían alao que
nunca olvidaría y que mepermtttria Segar hasta effinaíde mi andadum.
'Estaba (a veterana, que pronto nos dejaría para ir a otro íugar, no sin antes
enseñarnos iodo ío que sabia. También recuerdo con gran nostaígta a (a bohemia, con esa
pasión por mejorar eí mundo, seguramente ío mejoró con su simple presencia. Tartxó poco
después que ía veterana. £ mitad de camino se nos unió e( hombre misterioso, sacándonos de
un Üo tras otm, sobrr todo a ía hora de descifrar extrañas esenturas Wunta conocí a nadie
eom mayor Usón. f no puedo oíitdarme de ía maestra, con su particular forma de enseñar tas
cosas, su fOÍtCidad para escuchar a ía gente y esa gran sensifnhdad que ía camct*nzaf*a
.Aunque nos dejó cast aíftnaí, continuó ayudándonos para que pudiésemos alcanzar nuestro
objettvo. Junto con ía maestra se marchó nuestra consejera espiritual, nunca olvidaré ese
cansma y esa manera de sosegar nuestras almas y nuestros corazones. De ios pnmerm sólo
quedaron dos, ía tierna pesimista, que con eí tiempo tria cambiando su forma de ver fas cosas.
y que siempre nos deleitaba con una sonrisa nueva y una sabia frase. 'Y, por último, ía gran
pequeña, con un instinto de supcmwncta que superaba todo ío imaginable, y que día a día
reforzaría mi confianza, haciéndome \vr que todo era posible. 7*ío, no me olvido de ía úftimj
persona que se nos untó, por desgracia, COSÍ no tuve tiempo de conocería, algún dio.
Ast que alune* encontrábamos, fuñios, m mmúo de la rnták &m ¿juno de (os áHéi tí
csnsamno se tea apoderando de nosotms, el duamoamtento y U dmdé iban mawmmdo
nuestras fuerzas, y nuestra twóm cimentaba a tornan* fomu* Hméo momento), de cxtrrma
Si mfmm por teda (a gente que nos ayuda, nunca (o ¿afinamos amafiado Xos
vtoerts, medicinas, consejo, apoyo, pane de sus xtdas 'Toda esa gente
permaneceré siempre conmigo, en mt recuerdo.
XM dio, vanos años después de nuestra partida, avistamos una mea de extraña
figura, y después un gran aréoC tan prtmttnv que sus ramas te habían fusionando con su
twnco formando una entidad úmca. Tpocos metros después Segamos oí borde de un gran
cañón, cuya profundidad no atcanzábamos a descifrar. JtíS nos debíamos despedir, a pan ir de
aki continuaría sota. Con mucho cuidado comencé a Sajar por una de Las paredes del cañón, el
tiempo se fazo horas y. según iba descendiendo, una densa oscuridad me cubría. (Ftorfin, toqué
suelo "Miré a mt alrededor, no conseatdt vtr moda. <De repente, errí ver una luz oí fondo, me
dinai hacia efía y ésta se fue haciendo cada vez más intensa, 'Es curioso, cnanto mas interna.
menos quemamt. Ciegue a su altura y entonces lo comprendí todo. Tras unos segundos
mirándola fijamente. cara a cara, metí la mano en el Bolsillo y saqué mi luz, la que años antes
había encontrado en la montaña. (Despacio, alcé e(brazo. 'Mi luz palpitaba en la palma de mt
mano. Jtnte mt atónita mirada, se desvaneció, haciendo que la insólita luz se intensificase
aún más. Tío era Ca primera vez que ocurría 'Esa luz había ido enciendo durante siglos y no
era ni la miléstma parte de lo que algún día Segaría a ser.
(Después dé todo sólo me restaba una pregunta,, ¿volvería algún día a ver esa luz?
tflnv ésa es otra historia... y el final aun está por escribir
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INTRODUCCIÓN
I. I M C I M I \ I INKOIÜI < K O M I x |>|
I 4 leucemia linfoide crónica de célula B (LLC-B) es la leucemia más
en el mundo occidental (30H de lodas las leucemias)1"' Su incidencia «a dos vaoM
mayor en hombres que en mujeres y aumenta notablemente con la edad, siendo la media
de los pacientes a diagnóstico de 65 anos1. Está caracterizada por una expansión clonaJ
de hnfocitos B (LB) de fenotipo maduro, que expresan CD5 y una baja 4rntH>4 de
inmunoglohulina de superficie ( Ig j . y que se van acumulando lenta y progresivamente
en sangre, medula ósea (Mí) ) , ganglios linfáticos y bazo***.
Su etiología es desconocida y no se ha encontrado ninguna relación con virus u
oncogenes, aunque dalos epidemiológicos sugieren que determinados factores
genéticos6 y ambientales7 pueden tener cierta implicación. No existe una alteración
citogcnética común a lodos los pacientes, pero te han descrito diversas anomalia» como
delcciooes en el 13q y en el I Iq. tnsomfa del cromosoma 12 y mutaciones en el gen
supresor de lumorc* /> W
La mayoría de las seríes de I I ( -B publicadas antes de 1990 incluían pacientes
con otras enfermedades que ahora no se diagnosticarían como tal*. Loi actuales criterios
para el diagnóstico la LLC-B comprenden una linfocitosís entre 5 y 10 x 10* LB/1, la
presencia de linfocitos pequeños y maduros en apariencia, y un inmuno fenol ipn
característico OgW-. CD9+, CD23+. FMC7- y CD79P+/-)*. A causa de su positividad
para el CD5, el linfoma de célula del manto (LCM> es la enfermedad que más
difícilmente se distingue de la LLC-B. El LCM presenta densa expresión de lg«.
«usencia de C D23 y positividad p n FMC7, pero es la traslocación «11.14» k> que
proporciona un diagnostico concluyente1*.
El pfonoMKo de estos nacientes de LLC-B es muy vahabte Algunos sobreviven
durante un largo periodo y finalmente fallecen por causas no relacionadas con la
enfermedad, mientras que otros cursan con un rápido desarrollo y mueren poco tiempo
después del diagnóstico.
('tínica dt tú cnJcrmaUui
Las características clínicas de la LLC-B se deben a la acumulación de células
leucémicas en M O y órganos linfoides. asi como a las alteraciones inmunoiógicas que
acompañan a la enfermedad, hn MO se pueden distinguir cuatro patrones histológicos
diferentes: intersticial, nodular, nodular c intersticial, y difuso; y en fases avanzadas la
arquiícctura nodular de los ganglios linfático» es sustituida por una infiltración difusa de
hnfocitos ncoplastcos". La inmunodeftcicncia es la principal característica de la 1,1 C-
B. con una acusada y progresiva hipogammaglobulinetnia que eventualmcnte se
desarrolla en todos los pacientes y una inmunidad celular alterada .
Más del 25% de los pacientes desarrollan fenómenos autoinmunes como anemia
hemolítiea, trombocitopenia o. más raramente, neutropertia o api a» a de células rojas11.
Paradójicamente, en la mayoría de los casos tos autoanticuerpos son policlonales y no
están producidos por las células tumorales. sino por el sistema inmune residual14
También se han publicado algunos casos de LLC-B asociada con lupus erítemaioso
Mvtémtco. síndrome de Sjogren y tiroiditis
Clínicamente. Un pacientes coa LLC-B muestran un desarrollo vahado.
de la tercer» paite sobrevive durante 20 años o más y nunca requiere
tratamiento Sin embargo, en otros casos, la enfermedad puede progresar o ser severa
desde el comienzo, requiriendo tratamiento inmediato l)c aquí el interés por encontrar
marcadores pronostico que permitan adelantarse al desarrollo de esta ncoplasta Desde
hace casi tres (trVartet se utilizan diversos sistemas de clasificación clínica que sirven
para pronosticar la enfermedad, basados en las características clínicas de los pacientes.
I «>s dos Mxtcmas principales de este tipo de clasificación, y que actualmente continúan
en vigor, fueron introducidos por Rai el all$ y Binet el ailb (Tabla 1). En realidad.
ambos refieren lo mismo, cuanto más desarrollada está la enfermedad, peor pronóstico.
Además, han sido reconocidos otros indicadores pronóstico clínicos, como el tiempo de
duplicación línfocitaría17 o la histología de la médula ósea". Actualmente también se
empican marcadores biológicos adicionales, como son el estado mutacional de la región
variable de las cadenas pesada* de las inmnoglobulinas (IgVM). La expresión de CD38 y
/AP-70 o el estado funcional del gen supresor de tumores p5319; aunque «c siguen
buscando nuevos marcadores que definan mejor el futuro desarrollo de la enfermedad
Tabla 1.- « r tw» &t etoénex»* ** tUI y Wat u n U LLC-B.
Sntema F.tfsdio Carnet* rhtka* clínica*
0 l.infociiosis tolo en sangre y MO Aprox 9 1 %
1 Linfocrtocu + Imfoadenopatia Apto* 95%
Rai II 1 infnciioMs • csplcnomcgaha > o bcpatomcgalu t linínadenopatia Aprax 8 t%
m Lñifocitmts * anemia (Hh < 11 g/dt) - 5%
IV LínfocrtoM* + tmmbocrtopcn» (plaqueta» * 100 x lO'.'dl) 0%
A Meno* de tftí Áreas Itnfoidcs implftadas Apnn. 90%
B Tres o mas áreas linfoide* implicadas Apnnx. 63%
C Anemia (Hb * 10 g/dl) yo trompocitopenia (plaquetas < 100 x 10*/dl) Aprox 40%
Se muestran fas estadios en los que se divide cada clasificación, las caracteritticas clauca* de cada uno de
los estadios y el porcentaje de paciente* que sobreviven akw5 anos.
Un sistema de Rai modificado identifica t r» grupos de riesgo (0-1: bajo. N-11I. intermedio. IV alto)
"Cervical, axilar, inguinal (unilateral o bilateral), bazo e hígado, cada uno cuenta como un área
Aunque los tralamicnim que existen hoy en día no wn
están rc*J«za»do grandes esfuerzo* para mejorar la calidad de vida de los pacisstfM con
LLC-B. Loa tratamientos convencionales comprenden agentes alquilantes, como
clorambucil y ciclofosfamida. y análogos de punna. como fludarabina y 2-
clorodeoxiadcnosina*'. Otros tratamientos incluyen anticuerpos anu<CD20 (ntuximab) y
anti*CD52 (aiemumunab). l,\ Iransplantc alogémeo se puede practicar en pacientes
jóvenes que se encuentran en estadios tempranos, antes de que desarrollen resistencia a
la quimioterapia9. Pero, sin duda, la terapia génica es una de las lincas más
prometedoras que se están investigando hoy en día".
Biología del IB de LLC-B
La LLC-B está caracterizada por una persistente linfocitosis en sangre y M< >
I os hnfocilos leucémicos son pequeño* y monomórficafc aunque hay un pcqucAo
porcentaje de células más grandes y con un prominente nucléolo (proltnfociios) Tanto
en MO como en a—nrí**»" linfáticos los línfocilos son idénticos a los sancuincos. y se
distinguen zonas proliferantes con linfocitos más grandes denominadas centro» de
proliferación o pseudofolículos2*.
El inmuno fenotipo de la célula B de LLC-B fue rápidamente definido después
de la descripción de la enfermedad. Su característica distintiva es la coexpresión de CDS
con cantidades casi indetectables de inmunoglobulina de superficie23. Estas tg, son
normalmente IgM y/o IgD. y muy raramente IgG o IgA24J5. Además, el LB neoplásico
expresa CD22. CD23, cantidades disminuidas de CD79b (IgJM y. algunos pacientes.
baja cantidad de CD2O2*. Sin embargo, no es inusual encontrar casos de LLC-B con
Ininnlut i •• >u
eáhám que son atipica* en el fenotipo, aunque no esta bien definido M CMOÍ aajaai
excepciones o si la U X - B cubre un capean» que incluye diferente» formas todavía sin
identificar plenamente.
Kn la actualidad, el conocimiento molecular de la LLC-B es incompleto 1 n el
80% de los casos se observa un caríotipo anormal. Las alteraciones más frecuentes son
deleciones o traslóese iones del I3ql4. asociadas con un desarrollo benigno de la
enfermedad, linfociiosis progresiva lenta, estable y aislada: la thsomía del 12. con
enfermedad progresiva, morfología celular atipica y escasa supervivencia: y deleciones
del 1 Iq23 y del 6q. que comprenden un desarrollo variable de la enfermedad I amba-n
se han encontrado alteraciones en el gen supresor de tumores pS3 en el 15% de los
pacientes, lo que se asocia con una morfología celular atipica, avanzada enfermedad.
alto grado de proliferación y corta supervivencia.
La mayoría de las células circuíanles de esta enfermedad se encuentran detenidas
en la fase Go del ciclo celular. Debido a la baja tasa de células proliferantes se piensa
que la acumulación de los LB tumorales es consecuencia de un fallo en la apoptosis. un
mecanismo de muerte celular programada fundamental para el mantenimiento de la
homeostasis del sistema inmune37. Pero a pesar de la prolongada viabilidad que
presentan las células B tumorales in vivo, éstas mueren rápidamente por apoptosis
espontánea cuando se cultivan in virro2*. lo cual indica que hay un conjunto de factores
inns para el mantenimiento de la viabilidad in vivo.
Uno de los factores causantes de esta falta de apoptosis es la elevada expresión
de la protema anti-apoptótica Bel-2. encontrada en el 80% de los casos. Los
permanecen sin esclarecerse, aunque parece que se debe a la
hipometilacum del promotor del gen de hc¡-2, dado que la traslocación «14.1 Kl es muy
rara en LLC»B • Bcl-2 pertenece a una familia de proleÉBW que juegan un importante
papel en la regulación de la apoptosis10. Las |nnlHn— anti^apoptóttcas. como licl-2.
Bcl-Xi y Mcl-I. previenen de la apoptosis en respuesta a una amplia variedad de
estímulos; por el contrario, los productos de genes pro-apoptóticos pertenecientes a la
misma familia, Bad, Bax y Bcl-xs. pueden acelerar la muerte y en algunos casos too
suficientes para producir apoptosisr"*32. En LLC-B. ademas de la alta expresión de Bcl-
2. se ha observado una elevada expresión de Mcl-1 y una disminuida cantidad de Bcl-
xt."
 U
. Otra importante familia en el control de la apoptosis es la familia de las proteínas
inhibidoras de apoptosis (lAPs). Se ha encontrado que en LB circulantes de LLC-B se
expresan constitutivamente NAIP. clAPt. clAP2 y XIAP. mientras que en los
ptcudofolículos de los ganglios linfáticos y la MO hay expresión de survivina, pudiendo
también inducirse m vitro al estimular via CD401*. Además de estas dos familias de
proteínas, hay dalos sobre el importante papel que lucgan otras proteínas anti-
apoptótica.v como ta proteína inhibidora de Fl I( I <HIFV>- en estas células
tumo rales
Junto con estos factores, hay toda una serie de mecanismos relacionados con la
apoptosis que no funcionan adecuadamente en las células B de LLC-B y que pueden
favorecer la prolongada supervivencia de estos linfocitos tumor.ilc^
Diversas lineas apoyan que las células no tumorales y otros elementos
extrínsecos a las células de LLC-B proporcionan señales de viabilidad, indicando la
importancia del microamhtente en el mantenimiento de estas células neoplásicav ' J \ Se
han publicado difcnMM «aludios en los que se observa un aumento de la viabilidad en
células de 1 I < H cuando están en contado COO otra células 00 tumoraJcs"**1 Además
del contacto, diversos factores solubles también juegan un papel importante en
supervivencia, diferenciación y apoptosis de liníocito* B normales y tumoralev
induciendo un amplio rango de respuestas42. Los LB neoclásicos se ven influidos tn
vitro por un número de factores añadidos cxógcnamcnlc que incluyen intcricucina-2
«II -2), IL-4. ÍL-IO. IL-13. IL-15. factor de necrosis tumonü-u (TNF-a) y TNF-p\
tnterferón-a (IFN-a) c IFN-T y factor 1 derivado de célula cstromal (SDF-1 )*:"*\ y que
pueden contribuir al retraso de apoptosis de estas células. Además, la cclula B de I I <
B puede producir distintas atocinas en respuesta a diversos estímulos, las cuales
podrían tener un efecto aulocrino: IL-la e IL-ip. 11^6. IL-7, IL-8. IL-10. IL-13. IFN-7.
TNF. factor estimulador de colonias de monocítos y granulocitos (GM-CSF) y factor de
crecimiento tumoraJ-(l I *5
Hetero£cne$dad de la LLC-B
Es ahora bien conocido que la LLC-B es una enfermedad muy heterogénea, no
a6k> a nivel clínico sino también celular y molecular4*. La naturaleza del linfocito. su
origen, ontogenia y función continúan siendo un enigma
Aunque los sistemas de Rai y Hinct son métodos útiles para valorar el pronóstico
del paciente, no proporcionan el conocimiento de las bases de la heterogeneidad. En
1994 Schroeder y Dighiero demostraron la existencia de dos grupos de LLC-B a nivel
molecular, ya que aproximadamente el 50% de los pacientes presentaban mutaciones
somáticas en los genes de la lgV>/ . Poco después, dos lincas de investigación
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independíenles revelaron que la presencia o ausencia de tale» mutaciones
átmnoUo clÉÚCO de la enfermedad**"**. lxt% nacientes cuyas células B
genes lgVM mutados cursaban con una progresión mát favorable (supervivencia > 24
a/V>si que aquéllos que no expresaban mutaciones (supervivencia de 6 • 8 ano*)
Aunque el completo conocimiento de la relación entre las mutaciones y el desarrollo
clínico permanece sin ser descubierto, se ha especulado que podría relacionarse con las
diferentes anomalías cromosómicas que se asocian con cada uno de los sungrupoft. LES
células leucémicas que presentan lgVH no mutados muestran mas frecuentemente
alteraciones citogcneticas asociadas con mal pronóstico (deleciones en el 1 lq22-23.
dclccioncs del 17p. trisomía del 12 o disfunciones en p5J). mientras que las células de
pacientes con mutaciones en las IgVM presentan alteraciones cromosómicas asociadas
con un curso clínico benigno (deleción del 13ql4> Otra hipótesis es que. puesto que las
mutaciones en las lgVM están relacionadas con el proceso de hipcrmuiación somática, et
decir, la maduración de la afinidad en respuesta a antigeno, tea indicativo del tipo de
respuesta que ha originado la expansión de estas células tumoraJcs*0,
Debido a la importancia que supone conocer el estado de las lgVM, se intentó
relacionar con rasgos fenotípicos fáciles de analizar, dado el coste, el tiempo y la poca
accesibilidad que conlleva el análisis de las mutaciones. Damle et al.** observaron una
fuerte correlación entre la expresión de CD38 (marcador de activación y maduración) y
la presencia de genes IgVH no mutados. sugiriendo que el fenotipo de superficie podría
utilizarse para identificar pacientes con pronóstico desfavorable. Pero pronto
aparecieron trabajos en los cuales esta correlación no se confirmaba, ya que describían
cambios en la expresión de CD38 durante el curso de la enfermedad*', pudiendo estar
relacionados con un desarrollo hacia un estadio mea a f u a i m " Vanos pupos continúan
discutiendo acerca de la utilidad del CD38 como indicador pronostico'*** ****
Con el desarrollo de técnicas adecuadas para comparar el perfil de expresión
otra molécula importante en señalización. /AI*-70. se encontró asociada al
grupo de las lgVM no muladas y a un pronostico desfavorable^44. ZAP-70 es una
protetna tirosina quinasa (PTK) asociada al receptor de antigeno la célula 1 CK'Rí y es
crítica para la activación por antígeno de estas células. La importancia de esta molécula
radica en que un grupo de investigadores, Crespo ct a/.6*, ha conseguido desarrollar un
método sencillo y accesible basado en citometria de flujo para analizar la presencia o
ausencia de ZAP-70 en los LB. Se trataría de una herramienta muy útil si se confirma
que la correlación con el estado de las lgVH es buena, por ello es necesario seguir
realizando estudios en esa dirección.
Hace arto* se pensaba que los LB de LLC-B que habían sufrido mutaciones en
las IgVH derivaban de una célula de memoria, mientras que las células con lgVH no
mutadas derivaban de una célula virgen49. Pero el progreso en el conocimiento
molecular y el hecho de que las células tumnrales presenten un fenotipo y otra serie de
características propias de LB de memoria, independientemente del estado de las
tgVH6**7, ha llevado a la postulación de una nueva teoría sobre el origen de estas células
neoplásicas. Según ésta, ambos grupos celulares derivarían de LB activados por
antigenos inmunológicamcntc competentes, y se diferenciarían por el tipo de estímulo
antigénico recibido: estimulación T-dependiente en centro germinal (OG). en el caso de
tas muladas, y T-dependiente fuera de CG o T-independiente. en el de las no
mutadas'*'6*. Actualmente, sigue siendo un enigma la naturaleza del antígeno que ha
I rni. ..1ii, . i. .ii
U expansión del clon de LB en U LLC-B > el fallo de los
reguladores de apoptosis que han permitida dicha expansión
l'.»r CMJ ravon. c\ia cobrando K*r;in importancia el análisis del comportamiento <-lc
ambos grupos de LLC-B (rente a estímulos específicos del receptor de la célula B
(\U R) Zupo el a/.***" estudiaron la respuesta según la expresión de CD38. observando
que los LB CD3S* sufrían apoptcsis inducida por la señalización via BCR. cosa que no
ocurría con tas células B CD38 . Poco después, 1-anham ct al11 pi escolaron evidencias
de que las células que lenian IgVH no muladas sufrían una mayor fosforilación de PTKs
después de la unión de antígeno al BCR. indicativo de la transducción de señales. Estas
observaciones concuerdan con las hechas por Chen el oí*1 y sugieren que los dos
subtipos difieren en su capacidad para responder al entrecruzamiento de su Ig, por
antigeno. En este trabajo Chen apuntó que la señalización vía BCR estaba más
•
estrechamente relacionada con la expresión de /.AP-70. incluso en casos especiales en
los que se expresaba en LB con lgVM muladas.
La diferencia en la capacidad de las células leucémicas para ser estimuladas por
el receptor de antigeno se relaciona con diferencias en el comportamiento clínico. Si es
asf. los análisis de la señalización vfa BCR podrían proporcionar un indicador
pronostico más fiable que el CD38, el estado mutactona) y otras características que
diferencian ambos grupos.
Pero la respuesta celular vía BCR también depende de señales adicionales de
glicoprotetnas asociadas al receptor de antígeno. las cuales sufren fosforilación en
tirosinas después de la agregación del mismo. Entre éstas se encuentra el (1)5. que
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modula las sedales de activación y diferenciación mediada» por d IK Rr). La*
moleculares de esta inmunomoduljcion pennancccn sin definirse Además. U
de esta molécula es característica de los I.H de LLC-B. lo que denota que podría tener
una importante función en el desarrollo de esta enfermedad
El CD5 es una glicoproteina monomcrica de tipo I de 67 KI)a perteneciente a la
familia de receptores scavenger ricos en cistctna (SRCR)7Í y que se expresa en la
superficie celular. Es una molécula muy conservada a lo largo de la evolución y. por
ello, se piensa que juega un papel semejante en diversas especies, tanto en el desarrollo
de los linfocitos como en su función.
El CD5 fue identificado primero en células T de ratón (l.yt-1 o Ly-1)'* por
tinción con un anticuerpo monoclonal De la misma forma, poco después esle
descubrimiento se trasladó a linfocitos humanos, donde se halló un antígeno f 1 cu 1) en
células T timo-dependientes y en células de LLC-B \ Más tarde se identificó en
linfocitos T (LT) maduros y en células B normales de adultos74.
Las células B humanas abarcan al menos tres poblaciones diferentes según la
expresión de CD5. denominadas B-la. B-íb y B-2. Las células B-la. que representan la
población mayontana de LB en la vida temprana, presentan constitutivamente esta
molécula. Los B-lb son funcional mente similares a los B-la y presentan ARNm para
II
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l"l)5. aunque pierden su expresión en superficie. K* mhtno ocurre ooo lo* IkrfbdkM B
OOttveockMMles (B-2). Sin embargo, se puede inducir la expresión de esta mokxula en
las poblaciones CD5 utilizando milógenoc polii-lonalcs"*" Si las células B-l ton el
resultado de un linaje celular distinto al de las lí-2. o bien, aparecen como resultado de
una activación (por una via concreta, como el entrecruzan! icnto del receptor p n
antigeno>. todavía no se ha esclarecido totalmente
Los linfocitos B CD5* existen en diversas especies, pero su proporción y
localizactón anatómica es muy variable. En humanos, las primeras células B en aparecer
en el hígado fetal y en los nodulos linfáticos en desarrollo son vírtualmente 100*/*
CD5*7*, y su frecuencia va disminuyendo con la edad fetal. En cordón umbiHcal (CU) el
porcentaje es bastante menor, pasando a representar de un 60 a un 80%*°. Por el
contrarío, en individuos adultos sólo un pequeño porcentaje de linfocitos B expresan
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CD5 de forma constitutiva (5-30%), y se localizan nrcfcrcniemcntc en las cavidades
pleural y perifonea!. Representan menos del 10% en el bazo y de un 30% en nodulo*
linfáticos y amígdalas, donde se concentran alrededor de los centros germinales.
principalmente en la zona dei manto folicular. Por el contrario, están vírtualmente
ausentes en MO de individuos adultos, aunque hay un alto nivel de AKNm de CDS en
progenitores de células B.*1
Si los linfocitos B de LLC-B provienen de células B-l a o de B-2 permanece
siendo una incógnita. Las primeras que se identificaron como homologas fueron las Ji-
la*2, aunque poco después aparecieron otras teorías sugiriendo que podrían provenir de
la zona del manto folicular*1. Actualmente, basándose en el fenotipo y en el perfil de
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expresión geruca. la idea de que provienen de células de la ama marginal cxtnJoliculaj
parece la mas aceptada1*.
I I gen que codifica para el receptor de superficie humano CDS fue el primero
localizado en la región I3q del cromosoma 11 M . y recientemente se ha localizado de
forma mas precisa en la región 11 q 12.2. a 85 Kb telomcricas del gen para CD6* \ lista
región se encuentra muy próxima a otra comúnmente afectada por múltiples mutaciones
somáticas en diversos cánceres humanos. Recientemente, et análisis de la secuencia del
promotor del CDS humano ha revelado la existencia de un polimorfismo, un
microsatélite (MS) (CAfc, conservado a lo largo de la evolución**"7 Este MS está
localizado a 607 pares de bases (pb) de la metionina de iniciación y puede representar
un marcador útil para estudiar la inestabilidad genética de esta región** A pesar del
interés en el conocimiento del papel funciona) de l.i molécula de ("1)5 humana en la
activación y diferenciación de los tinfocitos. los mecanismo moleculares involucrados
en el control de la expresión del gen del CDS continúan sin ser analizados. Estos
aspectos son de particular importancia para la comprensión de su especificidad hnfoide.
asi como de su papel biológico, tanto en condiciones fisiológicas como patológicas.
Estructuralmenic, la molécula de CDS está compuesta por tres dominios SR( R
denominados D I . D2 y D3 y que se encuentran localizados en la región extracelular"9
(Figura I ) . Separando los dos primeros dominios hay una región bisagra rica en residuos
de prolina y treonina (CP). El dominio transmcnbrana ( I M ) \,i «erguido de una larga
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citoptasmábea U Y i que c««iucnc alguno* motivo* oomenauV^
involucrad»* en tramducción de señalo"*
• •
Ano-CD5 IgVH
Fajara 1. (Adaptado de Calvo «t mi 1999) Krprr«#aiaet6a e*q»efftat»ra de la
ira proteka de ta atolecala de CDS. L, pcottdo Ikícr t P . región béaajra. DI.
1 1)2. dominio 2. D3. domaiio J TM. región trvmmemhrana CY. región
cttoptasnic*. I *s molécula» «ypeclfícas pata CD$ *e unen medíanle el dominio 1)1 y las
> lgVM a t n v n del dominio I >?
Bt han encontrado al menos cuatro ligandos naturales pora el CDS. El primer
ligando identificado fue el CD72, que se expresa principalmente sobre células B y
ilos*1. Por ci hecho de que el C I>5 se exprese en la mayorfa de los LT, te
que su unión a C'l)72 e n necesaria para la cocAimulacion de los I íí
Vi iiiaimcntc c t^a idea rsüi descartada, parece que este ligando regula el desarrollo de
las células B en diferentes estadios42. Otro de los hgandos es una glicoproteína (gplS-
37) expresada durante la activación de espicnociloís. células H y clones Tnl y Th2*\ Se
piensa que la unión del CD5 a este ligando sobre LT puede tener un papel importante en
ta coestimutación célula B-ccIula I durante la respuesta inmune f -dependiente. Además
de estos dos hgandos. se ha observado que secuencias codificantes de la igVM también
pueden unirse a CDS. Pospisil et al. lo describieron en I B de conejos94 y. mas tarde, lo
confirmaron en Í.B humanos"5. Más recientemente. Calvo w <*/.** han encontrado un
ligando para el CDS (CD5L). ampliamente expresado en la superficie celular de
linfocitos y monocitos de sangre periférica y en diversas lineas celulares de origen
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neonuccn tan «61o epíiopos perteneciente* al dominio DI*T y que la unión con las VM es
a través del dominio 1)2"
Función
Diversos datos bioquímicos establecen que la molécula de CD5 esta físicamente
asociada al complejo receptor de antigeno presente en células T | T ( ' R ( D M . má>
coocretamente a CD3£. y al presente en células B (BCR)**'100, jugando un papel en la
regulación de la señalización iniciada a través de ambos.
Los primeros estudios sobre el papel del CD5 indicaban que funcionaba como
molécula cocstimuladora de LT tanto munnos como humanos101'101104. Posteriores
trabajos con ratones hutchtu/ para el CD5 sugerían que este receptor podfa regular
negativamente la señalización mediada por el receptor de antfgcno tanto en i i mocitos
como en células B-lIOÍI<* Ademas. Bikah et all(* observaron en células B-l de ratón
que la ausencia de CD5 rescataba de la apoptosis producida por anti-lgM. mientras que
aumentaba la proliferación en hnfocitos B-2 estimulados de igual manera.
bioquímicos obtenidos recientemente demuestran que el CDS regula la
señal iniciada a través del BCR mediante el reclutamiento de SHP-I (fosfataba-] con
dominio SH2), y su posterior acercamiento al receptor de antigeno. impidiendo así la
señalización iniciada por esta Vit . Todo indica que la SHP-I se encuentra
ffsicamente asociada tanto al CDS como al receptor de antigeno. Cuando éste reconoce
antigeno, se dispara su vía de señalización y el CDS se fosforita (parece que por medio
de la PTX Le* en LT10* y de Lyn en LB I I#). A tu ve*, el CDS fosforita a la SHP-I. la
cual dtntoslonlj a la.i proteínas tirminas quinasa* iniciales de la cascada de señalización
disparada por d antigeno (Figura 2). Se piensa que es una forma de impedir la
expansión incontrolada de las células CDS*.
* >
Figura 2.- Modulación por CD5 de la respuesta Iniciada por rl rrrrplor de antitrnn. (a) Cuando el
T( R ve antígeno <Ag). se fmforílan Lck y Fyn. do* PTKv Éstas fmfonlan itrosma* de la cadena C, de!
TCR. k> cual atrae a otra PTK. ZAP-70 Una vez inmovilizada. I ck fot.fonla a ZAP-70. mnlctwla
de iniciar la cascada de teflalización medíanle la activación de otras PTX» A la vez que
BfltfW el TCR. Lck fosforila a CDS. el cual activa a SHP-I Ésta se acerca al TCR y dcsfosfonla a las
PTKs inicia>« de U cateada. Lck. h n > /AP-70 (bl Cuando el BCR ve Ag. se fmfonU una PTX. Lyn.
que a MI vez fosforita «1 heterodhuero Igop que « encuentra acoplado al BCR Esto hace que Syk se
•cerque, se fosfonle y a su vez active a otra sene de PTKs (BIk. BLNK. PLC-y. Vav. PI3-K), que se
cacar galán de continuar la señalización iniciada por Lyn A tu vez. Lyn fmfonla a CD.V el cual activa a
SHP-I. Ésta dcsfosforíla a todas las PTKs fosfonladas imciatmcnte. inhibiendo así la señalización via
BCR
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le «Me efecto modulador sobre d anügmo receptor, d CD5 posee una
vía de señalización propia que es independíenle de TCR y BC"R l o**nMl i Cuál c* el
significado biológico todavía está por descubrir.
Se han publicado diversos estudios sobre el efecto de la estimulación a través de
CD5. Per» et a/.113 observaron la inducción de apoptosis en LB rerring de amígdala
cuando se estimulaban con anti-CDS, cosa que no ocurría en LT reshng Ksto sugería
que la inducción de apoptosis por anti-CDS dependía del estado de activación de las
células, ya que los LB activados previamente no sufrían apoptosis vía CD5114. También
se ha demostrado la inducción de apoptosis por parte de esta molécula en otros tipos
celulares, como en LB de ganado bovino"' y en LB de LLC-B "*11? .
Pero poco se conoce sobre las moléculas implicadas en la vía de señalización
propia del CD5 (rrínghuis ct alx<r> propusieron un modelo acerca de esta seña 1173o >>u
pan ello utilizaron LT humanos de sangre periférica preactivados con PHA y anti-
CD28 (Figura 3). La vía implicaba la fosforilación de la fosfatidilinositol t-quinasa
(PI3-K) mediante coestimulación con anti-CD5 y la activación de la proleina quinasa
tipo IV dependiente de Ca^/calmodulina (CaMk IV» Además, observaron que los
efectos de PI3-K no eran mediados por la protcfna quinasa B (PKB> ni por ta quinasa
p70 S6. Otro dato importante fue el hecho de que se estimulaba la producción de IL-2 a
través de CD5
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Figura 3.- (Adaptado de í.rtnrhun n •/. 199»» VU d* «rtaUzartóa) «M CO5 M LT baa*aao* de
«angra ptriíéncm. (a> Dnpuín de la estimulación del TC* , CO$ es fcafcrflldo pof U k . éata K I K K I I
con O ) 5 v «c activa completamente por mrinifnfanlmttfai (bi I a tubunidad pS^ de la PHK v une a kw
miduo* fcnfonhKkn de C H > Vav w une a la tutwntdad pS.^  Medíame la caechmulaciAn con anti < t>5.
PI3-K n tiMfonLad*. pmhahlcm«frtc por Ixk. y «c activa la wbwitdad pl 10. la cual transforma el
taáhlidilinmitol J.4 difmfaln (PIP,) en fmfalidilinmnol J.4.5 tnfmfato (PIP,) Vav « también e»
preactivada por Lck (c) Cuando PIP, u o tm producto» Itpidicm »e unen a Vav. ¿«ti «e activa
COaanluaninm y activa a Racl mediante el cambín de ODP a GTP Esu rala provoca U Uhertiaii del
Ca2" mtracelular localizado en rnnas como el retículo endoplasmico (RE) El aumenta de la
concentración de Ca'~ provoca la activación directa de la CaMK IV. lo
incremento de la actividad AP-1 en el promotor de la IL-2. multando en un
i del gen de la IL-2
El grupo de Simarro"3 estudio esta via en células Jurfcat, una linea derivada de
linfoma de célula T (Figura 4) Al estimular los LT con anti-CDS observaron que había
un aumento en la fosforilación de PTKs. lo que provocaba la activación de ta
fosfolipasa C dependiente de fosfatidilcolina fPC-PLC) POÍ medio de ésta, y por una
ruta que implica diacilglicérido (DAG) y ccramida (CM), se activaban la protcma
1t
l l l l f
quinas» V- Q (PKC-O- <**«* i*of<
por mitogcno < MAI'K)
át PKC y la proteína quina» activada
Fajara 4 - Vía de «eftalizactóa del í D5 rn rehila* de Jarkal . «ecéa Séaiarro rr • / . Al iMÉawli lo* 1.1
con anti-CDÍ hay un aumenin de la ftnfonlación de PTKv lo que provoca la activación de la fotfolipav»
C dcpcmíicnic de fí«(alulikolma (PC-PLC) Por mrdm dr <SU w tranvliimu la fmfaitdtkolina ( P C ) y i c
produce el aumento de «efunden mensajero*, en « t e caaa de diacklnlicend» l O A i . i I ! I»A(. acliva a la
« f la fomie lmau Acida (A-SMasa), que htdroUa h «tfiftgntniclina (SM). produc?¿mk>*c tcTwnida fCM».
o«m «efundo mcmaicro I Ate úlitmo activarla varia.1 proteínas, como la PKC-C otras imformw
de PKC iPKC'a) y la protetna quinau activada por mrtógeno (MAPK)
Hay otra serie de estudios en células de lineas de linfoma B de ratón y en Jurkat
que implican a diferentas moléculas en esta ruta, como la caseína quinasa II (C'KII)1".
compuesto que se sabe que se une a PC-PLC y que parece que tiene una modulación
positiva o negativa sobre el receptor de antfgeno dependiendo del sustrato sobre el que
actúe. En LB de LLOB se ha observado que la estimulación vía CD5 produce un
aumento en la fosforilación de Lck11*. proteína específica de célula T y que está
implicada en supervivencia
U importancia de la subpohlacion de liafocÜM B CD5* en U
es clan, como indica su expansión en ciertas pamlntfaj inJMTJQiai (cnirc d i » la
hepatitis C m y U infección por VIH110). Lo» Itnfoctlot B CDS" también cvUn
implicados en el desarrollo de ciertas enfermedades autommunes como la artritis
rcumaioidc y el síndrome de SjOgren, asi como en vahas leucemias y linfomas de
fenotipo CD5. el I X M y la LLC-B. Sin embargo, hasta el momento no se ha^ffwüirtt"
la funcíonaJidad de esta molécula en estos linfociios B patológicos. Por ello, surge una
pregunta, qué significado tiene esta molécula en una enfermedad Itnfoproliferativa
como es la LLC-B. si parece que su cometido es inhibir la función del BCR. evitando
que la célula prolifere desconsoladamente y conduciéndola a apoptosis.
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OBJETIVOS
La LLC-B es una enfermedad Itnfoproliferativt cuya principa)
la expresión en superficie de CDS. una molécula que parece inhibir las
Iras la unión de anligcno al IK'R y que. además, tiene su propia via de señalización
El propósito de este estudio es analizar el papel del CDS en los LB de I JA -B y
su posible contribución en la prolongada supervivencia de estas «**M"f Para ello, se
los siguientes objetivos:
1.- Estudiar la regulación de la respuesta vía BCR por parte de la molécula de CDS en
LB de LLC-B.
2.- Definir la vía de señalización propia del CDS y su efecto en la viabilidad de las
células B de LLC-B.
3.- Determinar qué genes pro o anü-apoptólicos podrían estar involucrados en está
señalización.
4.- Analizar si la respuesta frente a (1)5 se relaciona con algún factor pronóstico,
como el estado mutacional de las lgVH. la expresión de CD38 o la presencia de
ZAP-70.
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MATERIALES Y MÉTODOS
Nt-iu I.JIC» %
LEáOEKHS > < < >M KOLES
Páctenlo 4t LLC-B
Se utilizaron 159 muestras de sangre periférica procedentes de 146 páctenles
diagnosticados de LLC-B según criterios clínicos, fenoüpicos e inmunológicos4131 y
que no habían recibido tratamiento durante al menos los últimos seis meses previos al
estudio. Las muestras procedían de los Hospitales Universitarios 12 de Octubre. La Paz.
Clínico San Carlos y Puerta de Hierro de Madrid. La edad media de los pacientes era de
70 anos, con un rango comprendido entre los 45 y los 86 aAos. Entre ellos había un 41%
de mujeres, frente al 59% de hombres. La linfocitosis media en el momento del estudio
era de 23.600 linfocitos/mm3.
Controtes
Se empicaron 52 muestras de sangre periférica de 48 enfermos de linfnma de
célula del manto procedentes de los Hospitales Universitarios Clínico San Carlos y
Puerta de Hierro: 28 muestras de amígdalas de individuos adultos con procesos
reactivos cedidas por el servicio de Otorrinolaringología del Hospital Universitario
Puerta de Hierro; 30 muestras de sangre de cordón umbilical proporcionados por el
Centro de Transfusiones de la Comunidad de Madrid: y 53 muestras de sangre
periférica de donantes sanos adultos pertenecientes a la empresa Sociedad Anónima de
Promoción y Ediciones.
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1L OBTENCIÓN PE CÉLL LAS
\i\inmitnH' de célula* mononueftarci
Las muestras de sangre periférica de pacientes y donantes sanos se diluyeron al
50% con lampón fosfato salino (PBS) (Amresco. Solón, Ohio); en el caso de la sangre
de cordón umbilical se utilizó PBS/0.6% c i trato (Sigma-Aldhch. St. Louú. MO). para
evitar agregaciones celulares. Las amígdalas se disgregaron mecánicamente > se
pasaron por un filtro de 70 um (Halcón. B.D Labwarc Europe, Le Pont De Claix.
Francia). Posteriormente, se aislaron las células mononucteares de cada una de las
muestras por centrifugación en gradiente de densidad (Comercial Rafer S.L., Zaragoza.
España)121.
En todos los casos se contabilizó el número de células por microscopía directa
(Cari Zeiss. Obcrkochc. Alemania», mediante la exclusión del colóranle vital azul Inp.m
(Sigma-Aldrich)
Purificación de Uttfocitos B
La purificación de linfocitos B se realizó mediante métodos de selección
negativa, como se detalla a continuación:
• Los LB de pacientes de LLC-B y LCM se aislaron utilizando microesferas
magnéticas < Miltcnyi Biotech GmbH. Bcrgisch Gladbach. Alemania) cubiertas con
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anticuerpos anti t I»2 y má-i I»I4 I n ct caso del CU. te utilizó un AJÍ de
negativa para el aislamiento de LB. que contenía los anticuerpos aMi*CDI4. antt-
CD2. M*CDa (Dynabeads*. Dynal A S . Oslo. Noruega), además, se le anadió un
anü-CDI Ib (clon 012) (Bccton Dickinson (BD) liioscicnces. San José. CA) pan
eliminar células adhcrmtes.
• Los LB de amígdala se aislaron por msetco con hematíes de camero (Oxoíd S.A..
Madrid. España) tratados con AET (Sigma-AIdnch).
Se comprobó la pureza de la población medíanle el mareaje con anticuerpos
específicos para las moléculas CD3 y CDI9 (Tabla 2) y se analizó por citomeuia de
flujo, utilizando un enómetro FACSort y el programa CellQucst* (ambos de BD
Immunocylomctry Systems, San José. CA). En todos los casos la purificación de las
células CD19" era superior a un 95%. excepto en el caso de los cordones, que era de un
80%
III I.NMl \< >F I M ) l H'O
Mareaje directo de moléculas de superficie
Se empleó la técnica de inmunofluorescencia directa con triple mareaje y
posterior análisis por citometría de flujo. Se marcaron 2 x 10* LB con 2.5-5 ul de cada
uno de los anticuerpos (Tabla 2) y se incubaron 20' en oscuridad. Transcurrido ese
tiempo se lavaron dos veces con PBS y se analizaron en el citómetro.
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x imli.il.»
indirecto ion ¿.AP-7Q
Partiendo <k I x 10* de CMNi de I X C B . te añadieron 100 ul del reactivo A de
un ktt de fijación y pcrmcabilimctón celular (Dako Cytomation. Glostrup. Dinamarca» y
se incubaron durante 1S' • T ambiente Después de un lavado con PBS se añadieron 100
ul del reactivo B junto con 2 ul del anticuerpo anti-/AP-70 (Upstate C'cll Signaling
Solution». Lakc Placid. NY) (Tabla 2). y se incubaron 15' a T ambiente Transcurrido
este tiempo, se lavaron y marcaron de nuevo con 10 ul de un anticuerpo igG contra
inmunoglobulsnas de ratón (GAM) (Tabla 2). marcado con FTTC Después de incubar
20" a T ambiente se añadieron 50 ul de suero de raión (Chemicon Internacional.
Tcmecula. CA). 5' después se realizó un mareaje cxtracclular para discriminar las
distintas poblaciones: CD19 PcrCP. CD3 PE y CD56 PE (Tabla 2) Tras un último
lavado, se analizaron por citometria de flujo.
Mareaje intracelutor directo deJo\fo(irosinas {VI \ n
Se lavaron I x 10* LB de LLC-B. amígdala o cordón con PBS y se
resuspendieron en 1 mi de RPM1 1640 (Gibco, Life Technologies Inc.. Rockville. MD).
Tras una incubación con el estímulo correspondiente a distintos tiempos ( ] ' , 10* ó 30*).
se lavaron con PBS trio y, seguidamente, se incubaron con 100 ul de PBS/1%
paraformaldehído (Ricdel-de Hacn AG. Secizc. Alemania) durante 30* a 4" C. Tras lavar
de nuevo en frío, se permeabilizaron con 100 ul de PBS 0.5% tritón X-100 (Sigma-
Aldrích), 10* a T ambiente. Transcurrido el tiempo, se lavaron e incubaron con 100 ul
de PBS/OJ*/. BSA íSigma-Aldrich»/0J% Tween-20 (Sigma-Aldrich) durante 10* a T
ambiente Tras otro lavado se volvieron a añadir 100 ul de PBS/0.5% tritón X-100. esta
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Tabla 2.- AmlHmttpu* uiilr/adm (vara lo* dhltala* mtlHn mmi
B por rttoé»drto d« IUi>o.
UaforHu*
*+ - * J - „ . . ^ » — ,, *
too,
-J0»
CD9
CD5
con.
CDIIb
CDIIc
CDI4
COI6
COI9
CD23
CD25
CD29
CD3I
CO39
CD40
CO45
CMN
CD56
CD62L
CD69
CD7I
HLA-DR
Fo*fotntwin4$
ZAP-70
GoM nlHnouK IgG (CAM)
igM no
livorufont*
rrrc/PE/pwcp
FfTC/PE
FITC/FE
FITÜPE
FTTC
PE
PE
PE
PE
PoCP
FTTC
PE
FITC
nrc
PE
FTTC
FTTC
PE
PE
PE
FITC
PE
PerCP
FTTC
No conjugado
FITC
PE
X40
XJ9
LI7FI2
G-252
DI2
S-HCU3
B73.I
SJ25C1
D3 6
2A3
B-D1S
Hin
Tt)66
I4G7
2DI
HP2/I
MEM-181
SKI1
L7I
1*6 14
L243
4OI0
2¥Í2
Polkkmal
Pofk tonal
('•MI iomrrrUl
i i • i « « • - • -
t i f y I t t •»_, i^ a^ w *•*
•DÜIMtaM
BD Bmciencn
BD Bto»cicnon
BD Bioccience»
BD Biotctenoet
BD Biotctenow
C*ttifl^bor«on«
Serotec (Oxford. UK)
BD BtoKiencet
Oíaclonc
BD Pharniínfcn
HI) Pharminfcen
Caltag LabonMrtM
BD BKncwncet
BD Bwfcknce»
Cakag Laboratonn
BDBkncienccs
BDBicnciencei
Caltag [jhor«lohet
B D Biotctenoe»
Upftaic ccll Mgnahng «olutrom
Upftatc cell «gnaling «ohitions
BD Bioscienoe»
í aitag 1 .ahoratonc*
'Molécula corrtra la que va dirigida el anticuerpo monoctona!.
:Fluoróforo conjugado con el anticuerpo.
'Clon del que proceden kn anticuerpos.
'Subclase de los anticuerpos inespectfkos utilizados como controles
1 ni del anticuerpo mili fnifmimrinii o con 10 uJ de un anticuerpo
control intracctular (tabla 2), incubándose durante W • 4* C. Después de un último
lavado coa PBS. se analizaron por citometria de flujo.
IV < I [. I | \ <>s ( | i { i
¡ »tr,\ ru¿amiento del CD5j estimulación con anti-I^M
Los LB purificados se resupendieron a 1 x Id' mi en medio completo RPMI
1640 suplemcntado con un 10% de suero bovino fetal (FBS>. 2mM de I-glutamina y
1% de antibiótico (100 unidades (U)/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina)
(todos suministrados por Gibco). En el caso de los LB de amígdala también se
añadieron 15 ug.ml de gentamicina (Schering-Plough. Kcnilworth. NJ). I-as células se
sembraron en placas con fondo plano de 6, 24 ó 96 pocilios (Costar. Cambridge. V1A i.
según el tipo de experimento, añadiendo a continuación los correspondí entes estímulos
propios del i3v K
• Anti-IgM F(ab*h (SBA. Southern Biotechnology Associates Inc.. Btrmingham.
AL).
• SAC (1:60.000) (Pansorbin* Cclls. Calbiochem-Novabiochem Corporation, San
Diego. CA) • IL-2 {20 U/ml) (R&D System. Mmncapolis. MN)
Para valorar el efecto modulador del CD5 en la señalización vía BCR. ambos
estímulos se emplearon en presencia o ausencia del CD5. utilizando para ello un
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anticuerpo marcado con bkrtina (clon UCHT-2) (BD Pharmirajoa. San Diego. CA) y MI
posterior entrecru/amiento con neutravidina (NA) (Pierce. RockfordL ID Entre I y
5 x 10* de LB se resuspendieron en 400 ui de RPMI/10% FBS. se anadió I u« de anti-
< I >5 biottlinado por cada 10* de células y se incubaron a 4" C durante Mr en rotación.
Transcurrido este tiempo se lavaron y resuspendieron de nuevo en 400 uJ de RPMI/10%
FBS. añadiendo 20 ug de NA por cada 10* de células. Tras 20" de rotación en frío, ge
Lavaron y resuspendieron en medio completo.
Emayo de inhibición de ¡a PKC
Se incubaron los LB de LLC-B durante I h a 37° C con un inhibidor de la PKC.
la bisindohlmakimida I (Bis I) (CaJbiochcm). a una concentración final de 1 uM
Transcurrido ese tiempo, se lavaron y resuspendieron en medio completo Finalmente,
las células se sembraron y cultivaron con los siguientes estímulos:
• Anti-CD5 no biottnílado (clon UCHT-2) (BD Pharmingcn). incubando durante
30* en frío y lavando posteriormente.
• PMA (Sigma-Aldrich). un estímulo específico para la activación de la vía de
PKC. a una concentración final de 10 ng mi
Antes de su utilización se preparó una solución concentrada de Bis 1
resuspendida en dimetil sulfóxido (DMSO). Al emplearla en los cultivos, la
concentración de DMSO no excedía el 0.02%. Así. a las células utilizadas como control
también se les añadió 0.02% de DMSO.
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V. DETECCIÓN \ < i \ M I M ( \< ION |>| \ l>om>s |s
Dobie marttúe con ancxina I toduro deprvpidio (Jfí
En cada una de las condiciones experimentales se cuantificaron la viabilidad y la
apoptosis de las células B mediante doble mareaje con ancxina V-HTOiodum de
propidio (IP) (Roche Diagnostica Cimbh. Mannhcim. Alemania, y Sigma-AIdnch.
respectivamente). Se incubaron 2 x 10* IB durante 15' y en oscuridad con 50 uJ de una
solución que contenía: 5 uJ de ancxina V-FITC. 1 jig/ml de IP. 140 mM de NaCI. 5 mM
de CaClj y 10 mM de Hepes (los tres últimos proporcionados por Sigma-Aldrich). en un
volumen final de 500 uJ. Seguidamente, las células se analizaron por citometria de flujo
con el programa Ccll Quest*.
VI. MEDIDA Dfc PKOLlrKRAt ION
incorporación de bromodeoxiuridina (BrdL'J
A las 72 h de cultivo se añadió al pocilio BrdU a una concentración final de 60 uM.
Transcurridas 18 h. las células se recogieron y lavaron con PBS/20 mM EDTA (Sigma-
Aldrich) frío. Seguidamente se fijaron y permeabiI izaron utilizando el fát de fijación y
pcrmeabilización celular de Dako. Los lavados se realizaron con PBS/1% BSA/0.1%
azida sódica (Sigma-Aldrich). A continuación, se añadieron 20 ul de anti-BrdU FÍTC
con ADNasa (clon B44. BD Biosciences) por cada 106 células. Las células se incubaron
durante 30* a T ambiente para finalmente lavarlas y analizarlas en el citómeiro.
ItM I
CCIÓN EN CADENA DE LA
Se extrajo el ARN total de 5 x 10* de linfocito* li de nacientes de LLC-B, de
LCM y de amígdalas por el método del tsotiocianato de guanidina12'. utilizando como
reactivo TRI/ni (Gibe©), Se desnaturalizaron de 1 a 5 u*t del ARN total a 65* C durante
15* y se sintetizó el ADN complementario (ADN( > mediante transcripción inversa 1.a
reacción se llevó a cabo en presencia de 10 mM Tris (pH 8.3). 50 mM KCl. 0.2 mM de
cada uno de los cuatro nucleótidos trifosfato idNTPsi. 5 mM de MgCl2. 1.6 ug de
random primers, 50 U de inhibidores de ríbonucleasas. y 20 U de la enzima AMV
{Roche Diagnostica), en un volumen final de 10 ul.
La amplificación de los fragmentos de tos genes de la familia de hcí-2 y de las
cítocinas (1L-2 e IL-10) se realizó añadiendo al tubo de ADNc 50 mM KCl. 1.5 mM
MgCh y lOmM Tris-HCI CpH 9.0). 0.4 jiM de lo» cebadores cspccifims para cada gen
(TIB BÍOMOL, Berlín. Alemania) (Tabla 3) y 1.5 U de Taq polimerasa (Amcrsham
Bioscicnces AB. Uppsala. Succia). en un volumen final de 50 ni. Para poder comparar
la expresión génica de cada situación experimental se realizó una co-amplificacíón con
un gen de expresión constante, el ARN1SS (ktí de Ambion. Huntingdon, UK),
utilizándose cantidades de cebadores y competímeros optimizadas para cada caso.
¿eta
MMM 4* •Mt>ltfW»rtc»a » t i M i l » dr
> d i l«» i*lrrtru<iaa* IL>2 ff I L - l t .
kra pradm ICM
4.ra í rh*dt>rrt M* de I rugmrnU.
5' OOAAAOOCTAAAT ACAAQC 1*
f *rTOrrccTOC!CfDccACCc j "
« .«» (
• • Aa/yiA/MÜ^41AAtf %OTT3 Tmtrc
5 ACCAOCTCCTACrCCAOCAA J1
«••ire S3I
i ATOGAOOTCXXXiAOCACJC ] '
J" CCOCAOTTOAAOI HA ICAO J"
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3' TTOOACAATOXiACraarTOA J-
5* GTAOAOTOOATOGTCAOTO }' r«rrc
XTaMTC 4V i7TC
5'TOCAAC I l l H i l l I iOCATTJ
í* ATOOTTOCTOTtTCATCAOC J'
/ ¿ - / # V tWCACCCAOTCTOAOAACAO 1'
bCMKIKM ' li . 1"
y occTOAoooTCTTCAotrnt" r
KTiTTC
391
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El programa de amplificación para cada uno de los productos se detalla en la
tabla 3. El termociclador utilizado para las amplificaciones fue un GcncAmp PCR
System 2400 (Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster City. CA).
Cada uno de los productos amplificados se sometió a una electroforesís en un gel
al 2V# de agarosa Nusieve 3:1 (FMC Bioproducts. Risingevej. Dinamarca) en presencia
de 0.5x tris bórico (ambos de Sigma-Aldrich) EDTA (TBE) y 0.5 (ig/ml de bromuro de
31
elidió (Sigma-AIdnch) IJI tuantificactón de las bandas visualizadas se llevó a cabo
mediante un análisis relativo, comparando la inicmuUd de la banda de ínteres con la del
ARS/HS Pata ello se utilizó el programa Quanuty (>ne* (Bio-Rad Labontories.
Hercúlea, CA>.
VIH. t { \ \ | u n u ION PKfMKK'ADE IL-2 E IL-IO
Se cuantificó la producción de 11-10 e IL-2 en el sobrenadante de cultivo, en
distintas condiciones experimentales Para ello se utilizó un kit de ELISA específico
pan cada citocina (QuanlikincV R&D Systems), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La lectura se realizó en el lector de ELISA Anthos 2010 (Anthos l^abtcc
Instruments. Salzburg. Austria).
•
IX. ESTUDIO DEL ESTADO MI | . U K ) V \ L I ) I LAS IfiV „
Se extrajo el ARN total de 5 x 10* de LB de pacientes de LLC-B y a partir de 1 -
5 ug de este ARN se sintetizaron 10 ni ADN, mediante transcripción inversa.
La amplificación de los fragmentos de los genes de las VM se realizó añadiendo
al tubo de ADNc 25 mM KCI, 5 mM (NrbfeSO^ 1.5 mM MgSO* y lOmM Tris-HCl
(pH 8.85). 1 uM de cada uno de los cebadores específicos (TIB B1OMOL) (Tabla 4).
0,2 mM de dNTPs y 1,5 U de Pwn ADN polimerasa (Roche Diagnostics). en un
volumen final de 50 uL El programa de amplificación se detalla en la tabla 4.
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l-.l producto ainplilkajo se *»meüó a una dectroforesti en un gd «I I S de
Nusicve 3 1 Se extrajo la honda de interés y te purificó d AUN con un ht de
extracción de ADN (Qiagcn, Hilden. Alemania). El ADN se rcsuspendtó en agua y te
ajustó la concentración a 10 ng/ul. Se realizó una secucnciación directa de lot
fragmentos de la PCR en un sccucnciador ABIPRJSM 3730 (Pcrktn Klmcr Applied
Biosystems).
Tabla 4.- Cebador-e* y programa de amplificación ulili/jidot para la amplifu a< i««n de kw grnr»
V „ dr l«» inmiino£lnbtili»»v
( i h.nli .r ^ d III tUI.I Programa de amplificacián
UVÍBACK 5' CAGGTGCAGCTOGTGCAGTCTG Y
HVZBACK 5' CAGGTCAACTTAAGOGAGTCTG Y
U\ JBACK 5' GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTO 3'
HV4BACK 5'CAGGTGCAGCTGCAGGAGTG 3*
Hl 6B4CK 5" CAGGTACAGCTGCAGCAOTCAO 3'
wnmáOL 5* TGAGGAGAGTGACCAGOOTOCC 3"
HJ3ñ4CX ! TCiAAGAGAGTGACCATTOTCCC 3*
irmtrtri 5' TGAGGAGAGTGACCAGGGTTCC 3"
f A 5* TGAGGAGAGTGACTGGTCCC 3'
|(T « 7T C
Los resultados se analizaron con el programa Chromas v. 1.45 (Queensland.
Australia) y ta secuencia obtenida se comparó con las recogidas en las bases de datos de
líneas germinales de las lgVM (Ig Blast e IMGT). Se consideró que la FgVH estaba
mulada cuando el porcentaje de homología con la línea germinal era menor o igual al
98*/..
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determinar la expresión proteica de genes anu-anoptóticos y de
fosfotirosinas se lisaron 10 x 10* de LB iumoraJes y de amígdala de cada una de las
condiciones experimentales Por cada 10* células se añadieron 10 uJ de una solución de
lisis que contenía 50 mM Tris-HCI pM 7.4. 150 mM NaCI, 5 mM EDTA. 1% NP-40 c
inhibidores de protcaias (I mM ortovanadato sódico. 10 ug/ml pcpsiatma. 2 mM PMSF.
10 ug/ml leupeptina y 10 u^ml aproicinina. todos de Sigma-Aldrich) Se incubó
durante 20* a 4* C y, transcurrido este tiempo, se centrifugó 10* a 13.000 g y a 4° C para
eliminar el material insoluble.
La concentración proteica se cuantificó mediante el sistema BCA (Picrce).
basado en la reacción de Biurct"4. siguiendo las instrucciones del fabricante I .a lectura
se realizo un lector de i 1 ISA
Aproximadamente un total de 10 a 15 ug de las proteínas desnaturalizadas a 95"
C durante 5' se sometieron a una electrnfbresis en geles de poliacnlamida íAmersham
Biosciences) al 10% en condiciones desnaturalizantes (SOS (Sigma-Aldnch)-PAGE).
utilizando un sistema de electroforesis Hoefer Mini VI (Amersham Biosciences). Las
proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF (Amersham Biosciences), durante 1
h y 15" y a un amperaje constante de 300 mA.
Se bloqueó la membrana durante 2 h. para evitar las uniones inespecíficas de los
anticuerpos, con una solución al 5% de leche desnatada en polvo en PBS/0.1% Tween-
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20, en el caso de las fniiMiwÉiMi te utilizó al 4% de BSA. A conimuwirtn» la
incrobcaua se incubó toda la noche a 4* C con tos anticuerpo» primarios (Tabla S)
diluidos en la solución de bloqueo. Después de tres lavados de 10* con PBSA).I%
Tween-20. se incubó I h con el anticuerpo secundario correspondiente, un anti
conjugado con pcroxidasa (Tabla S).
Tabla 5.- \ntKucrpfM prtmarfc» y ftcrvMf arfen alilixadm para la detección de protrinat
mnlianir Urttrrtí hiat.
Fuente dilución í a>a comercial
pnmaricn
Bel-it
M.l I
\IM'
AC-15
2HI2
Cloo2FI
Clon 4G10
Ratón
Conejo
Ratón
1/50.000
1/500
I 8000
I 1000
1/1000
Sipna Aldnch
MBL
Ifpttale Cell SigaaUng
Aaltewcrpo)
- dt etMM)o-HRP*
le*, tic rilón IIHI'
PotickKut
PolKtoruI
Mono 1'50 000
1 '20 000
<k rábano
Tras lavar tres veces, se detectaron las bandas de interés mediante un ensayo de
quimioluminiscencia con ECL + Plus (AmeTsham Biose»enees), incubando durante 5'en
oscuridad. Tras la impresión en una placa de autorradiografia (Amersham Bioscicnces)
y el revelado manual de la película fotográfica, se cuantificó la banda refiriéndola a la
p-actina. utilizada como control de carga, y mediante el programa Quantity One*.
También se obtuvo una imagen con un Chemidoc (Bio-Rad Laboratories) para
posteriormente analizarla con el programa Quantity One*.
XL ff)LLMOKH&MO DLL I'KOMOIOK l>r L CD5
Extracción
Se extrajo ADN de 134 pacientes con LLC-B y de 47 páctenles con LCM- Pata
ello, se Usaron 5 x 10* células con SDS al 10%. se trataron con proteínas* K y con
ARNasa (ambos de Roche Diagnostics) libre de ADNasa. para la posterior extr ión
del ADN genómico por el método del fenol-cloroformo (Sigma-Aldncrui;\ Como
control se utilizó el ADN de 102 individuos sanos voluntarios.
I nális is deí poiimorfis mo
El microsatélrtc del promotor del CDS se amplificó mediante PCR utilizando los
cebadores PromCDS 5' 5*CTCTACATGGAGCTCA( A( ATA3' y PmmCDS V
5'CATGAATGCTGGGCHTGTGCy (TIB BIOMOL)" U amplificación »e llevó a
cabo con 100 n« de ADN. 50 mM KCI. 1.5 mM MgCI:. lOmM Tri»-HCI (pH 9,0). 0.2
mM de dNTPs. 0.5 nM de los cebadores y 1.25 U la enzima Taq polímeras, en un
volumen final de 25 til-
Las condiciones de la PCR incluían una desnaturalización previa de 5' a 95°C;
30 ciclos de 15" a 95°C. 30" a 60°C y I1 a 72°C; seguidos de 10* de elongación final a
72°C.
Se mezcló 1 ul del producto amplificado con cuatro fragmentos de ADN de
longitud conocida (130, 150, 210 y 220 bases), extraídos a partir de un marcador de 10
mrtotlo»
pb (Ufe Tcchnotogks. Rockvtllc. MI», con el proposito de utilizarlo como marcador
interno en cada calle del gcl Además, en cada gd «c incluyó una muestra previamente
genottpada. para asegurar la rcproducibilidad de los dalos I J muestra te separó en un
gel de poliacnlamidn al í>% en condiciono desnaturalizantes ((ñmcOel HyRes Starter
fcn. Ameríham Biosciences), • 300 V, 12 mA y 50» C. Posteriormente, lo* gclcs \c
revelaron con un kn de tinción de plata, según las instrucciones del fabricante
(Amcrsham Biosciences).
Los alclos se asignaron mediante el análisis de las bandas con el programa
Quantity One*. La longitud del fragmento amplificado se estimó a partir del marcador
interno de longitud conocida y se calculó el número de repeticiones CA.
X1L ANÁLISIS ESTADÍSTICO
el análisis estadístico se utilizó el programa SPSS v. 10.0 (SPSS Inc..
. IL) para Windows. Inicialmcnte se comprobó si las muestras cumplían el test
de normalidad de Kolmogorov-Smirnov La comparación de medias se realizó mediante
el test de la t-Studcnt cuando el tamaño de la muestra era mayor o igual a 10, y
mediante el test de Wilcoxon o el test no parametrico de Mann-Whitney cuando era
menor o no seguía una distribución normal.
El test de equilibrio de Hardy-Weinberg. la heterocígosidad y las frecuencias
genotípicas y alélicas del polimorfismo del promotor del CD5 se calcularon con un
programa para el análisis de datos genéticos de poblaciones126. Las frecuencias
genotípicas se compararon por el test de ¡a -¿ y la fuerza de asociación se midió con la
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odd ratio (€>R> y tos limites exacto* para los intervalos de confianza al 9SH (K* 95H).
Los alelos que aparecían menos de cuatro veces en la población, fueron excluidos de los
análisis
En todos los casos, se consideró que la p era estadísticamente significan va
cuando tenia un valor menor de 0.0S.
RESULTADOS
L H D M Q l>t LA 1M11BRION DLL H< K MKDI \l> \ POR C 05
£Y cnirecruzamienhf det C'DS n fo de la apoptoit* inducida por anU-igM a
LB de LLC-B
Algunos de (os trabajos publicados en la literatura indican que los LB de II
sufren apoptosis cuando son estimulados con anti-lgM**"70. Dado que está descrito que
el alejamiento de CD5 del BCR rescata de La apoptosis inducida por anti-lgM • los
linfocitos B-l de ratón19, uno de los objetivos que se propuso en este trabajo fue estudiar
si ocurría lo mismo en células B de LLC-B. Para esto se debía conseguir la separación
física del CD5 y del receptor de antigeno, por ello se incubó con un anticuerpo anti-CI )5
biotinilado y. posteriormente, se entrecruzó con neutravidtna A continuación, se
cultivaron los LB de 7 muestras de LLC-B con un anticuerpo anti-lgM KaK)? a 10
ug/ml con o sin cntrccru/amicnto de (1)5. Como control se utilizo un anticuerpo
trrclcvante adecuado, un Igtii clon BZ-I (Diaclone Research, ficsancon. i-rancia) en el
cato de anti-CD5 > un Kíah">2 policlonal (Caltag Laboratories) en el de anti-lgM Se
cuantificó la viabilidad celular a las 48 h de cultivo por citometría de flujo mediante
mareaje con anextna V FTTC/IP. Se utilizaron LB no tumoralcs de 5 amígdalas y de 4
CU como poblaciones control, ya que ambas son ricas en células B CDS*.
Se observó que la estimulación con anti-lgM producía apoptosis en todas las
poblaciones celulares y que el cntrecmzamicnto de CD5 no rescataba a los LB de LLC-
B de esta apoptosis en ninguno de los casos estudiados (Figura 5a). Por el contrario, sí
era capaz de rescatar a los LB de amígdala en 4 de las 5 muestras (Figura 5b). En los LB
K< Mllt
Jc CV no te observó ningún efecto. d»d«> que la viabilidad en todas !•> nonrticJOMM
menor det 7% (no »c mueMran lo\
resultado* Mperian que el (1)5 en t.B de I l< H no funcionaba
rectamente, o al menos no se comportaba de i^uai manera que en las células control
Como en las condiciones control no se encontraron diferencias con respecto a la
condición en la que sólo había medio de cultivo, a partir de este momento, para
simplificar, se denominará "medio" a la condición control, que engloba el control
irrelevante de anti-IgM y el de anti-CD5.
MJCM» Am 1*4,1,
D Medio ]KM+ • CD5+NA
5.- M.«lHlaíi..n por C í>5 dt I* «poptmn m^íada pnr rl Bí R. Se cMimulwrwi I B de 7
páctente» de I.I..C-B y de 5 amigdai» de indivKluos u n m con anti-lgM (c-lgM) 10 jig mi con o un
cnirecru/amtctrto de CD5 (o-CDVNA) Se mktió la viabilidad a I » 48 h de cultivo mediante doble
mareaje con anexma V IP. Los gráficos representan el valor medio I desviación estándar (l>f ) del
porcentaje de viabilidad de cada una de las condiciones experimentales en I B de I ( ("-B <a> o de
amígdala (b).
Adema» de la apoptoM* inducida por anti-IgM. se ha detento que « i
inducir señalen de \iahilidud en I M de U.C-B iiiih/.uvJ«. aniniKTpm aMi-lgM en
determinadas condiciones *-xrvntm-rii.ik-s ' < on o t e dalo, se quiso analizar si d
entro, ru/amicnto de (1)5 era o no capav de modular estas scAaJc* de viabilidad Para
ello se cultivan>n I H purificados de S pacientes con LLC-B en ausencia o presencia de
anti-lgM a concentraciones creciente* Posteriormente, se cuanúficó la viabilidad
celular mediante anexina V Mil" II* cada 24 h. hasta un total de 144 h I os resultados
mostraban que anti-lgM proporcionaba viabilidad a bajas concentraciones (Kiguta 6a) y
a tiempos largos < Figura 6b).
• i^t/mt \ o mt/ml
• nlirurrpfi »nri IgM h i h ) , V
cultivaron I H de 5 mueMru de
I I < -B a diuinta* concoTtrüc innet
de anli'fgM > se midió la viaNlidad
mediante márcate con anexma VIP
cada 24 horas durante 6 día». I M
muestran el valor medio del
to en viabilidad <*•
viabilidad en preacncia anti-lgM - %
viabilidad en medio de cultivo» con
la* dittínt» cooccmractone» de anli-
IgM • 120 h (a) o con «ttli-lgM 0.1
Hf/nti a di«timm tiempm (hi
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En vista de estos resultado*, *c cultivaron lo» LB de 21 t inusual de UX'-H y 6
de amígdala coa 0.1 ugml de anti-lgM durante 120 h l*ara comprobar M el
comporhimicmo diferencial observado en Ll.í'-R era común a otms ocluías tumoralo
CD5' o. por el contrario, era característico de esta neopuma, se utilu-anm come control
adicional 8 muestras de LCM. enfermedad linfopmliferati\a que también *c caracteriza
por la expresión de esta molécula en los LB. IJO que se esperan* encontrar es un
aumento de la viabilidad al entrecruzar el CD5 pero, como se puede observar en la
figura 7. la viabilidad con anti-lgM con o sin CD5 entrecruzado era la misma en 25 de
lo» 28 casos analizados de LLC-B (a), tan sólo aumentaba ligeramente en tres de las
muestras (b). En el caso del LCM. anti-lgM tan sólo proporcionaba viabilidad a una de
lo> muestras y no aumentaba tras la separación del CDS. Hn los LB de amígdala no
proporcionaba viabilidad en ninguno de los casos. (Figura 8)
(b)
• Mrdm • > IKM a-CD5+NA
7,- MO<J*UK»ÓH por CD5 de la viabilidad mrduda por rl BOL Se cultivaran LB de 28
paciente* de I I C-R con anti-lgM 0.1 pgml con o «in cntrtxni/amicnio de CD5. Se mujtó la viabilidad a
las 120 h de cultivo mediante doble mareaje con aneiuna VIP. Ixn gráfico* representan el valor medio I
DE del porcentaje de viabilidad en cada condición experimental. De las 21 muestras, el cntrocnizamicnto
de CD5 produce un ligero aumento en la viabilidad mediada por anti-lgM en tan «-oto 3 caso* (bi en el
resto la viabilidad e* la mivna fa)
0.1
(b)
(c)
V
1
'i
mediante análiM* por ciohk manare ion ancviru V HT(" 1P de un
I I M (b) > amígdala le i. en divlmta* condKKmei c*pcnrr»cntalc«
el poront^jr «te viahitidad
representativo de LLC-S (a).
Puesto que en LB sanos no se pudo estudiar el efecto del entrccnizamtento de
CD5 frente a una scflal positiva de viabilidad, ya que anti-igM 0.1 ug/ml no
proporcionaba viabilidad a las células B de amígdala, se recurrió a SAC • ÍL-2.
estímulo mitogcnico que aumenta la viabilidad tanto en LR de amígdala como de LLC-
B I 2 i . Se cultivaron las células B de 7 muestras de LLC-B y de 5 amígdalas con SAC +
II -2 con o sin CD5 entrecruzado, midiendo la viabilidad con anexina V FITC/1P a las
->S U Je euliiio. Ctmw* en ni CJMI tic jjiti-h:M *U u>: nit. se ^ fvnma un ÜUTIKYTIH' Jv fs
viabilidad al alejar el C'UÍ del I&CR l.j ti^uní •> mucsirj que en I.H tki LIIHI^ -J.LE.I vi se
de las 5 mue>irj.', estudiadas ia>H no asi en los ectuloN II de
I l_r-li i hi. en tas que lu % labilidad «9 exiKiomcnic la nWwt*. woníirnuiíKlo una ve/ más
IÜ inhibición del IK'K HKIIÍÍKJU fh»r ( ' l ) í ih> lu^ciitnj Je lu niisnu moliera en I,B
en tx-fulis B de sanos.
IWI
i : f n
S A O 11 ^ 2 • S \Í:+ 11 ^ 2+C
con SAC * II.-: TU
pat, ttotct ilc 1. !.<' -B ) de 5 imigdatat de
tí>í. Se mklk* h \ubHktiJ i \r- J5 h Jf
C 1)5. Nv r4¡milv<w IP 4c 7
ron SM' • II O «™ o vi
V IP.
\ .ÍIÍLI% eMuÜK^ trt I .El Jt: aiiii^íij]^ han JurnostfjJ^ i^ uc el eulnxnj/iirnienlo Je
un aunKnutde la respuesta pnilifcniíivu úunw -• anti^ i^ I II -.^  ". Para
si la vi^hpliJaJ fthservada al tr«af con ^mM^M ^ SA(.n + II.-2
de la*.
, MÍ cultiijmn los Mí Je 6 HUJÍ^ÍJLIOS « m I.IX"-H en pnr«iHri;i t>
v estjniulo%. Se^uiJainenlh: >c uiuli/ó el j^urteniüje de
IÍTJI r i l e . t
Je BrdL v
seulihmron 3 muesiras
f.iiv ton un ;uilíctKrpu
Rc.ult
Tan sólo ae inducía proliferación en I B de amígdala aJ cultivar coa SAC * IL-2*
siendo la media de un 76% (rigura IOa) I n [ M de I 1 C II «e ohaervó un 74% de
edutaa proliferante! en I de las 6 muestra estimuladas con SAC + IL-2. mientra» que
en el resto la media era de un h% (Figura 10b» I n ningún t.a*>. ni en I I ( B ni en
amígdala, se encontró proliferación al estimular c*m anti-lgM.
fl
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M
Medm
(b)
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H> Proliferación inducida por SAC * llv-2. Se midió la l m de pmlifenctán en *>
1 I i -B > 3 de «mifdtljtt, mediante mcoqx>nKión de Bnftl y postenor mareaje con un •nti-BrdU HT<
Se mueKn un cato rcpmcntalivo de la pmlifcracion inducida con anti-IgM 0.1 jig mi o SAC * IL-2 en
amígdala u> y en t.I C"-B (b>
Con cío-, datos, podemos decir que el incremento de viabilidad inducido por
anti-lgM se debe a un mantenimiento de la misma y no a un efecto de la proliferación.
Estos resultados parecen indicar que aJgo falla en la inhibición del BCR mediada por
CD5 en los LB de LLC-B. lo que podría contribuir a la expansión del clon maligno en
esta enfermedad.
El entrecruzamiento del CD5 no incrementa el nivel de PTKsJoiforilados
Las PTKs juegan un papel crítico en la regulación del crecimiento y de la
diferenciación celular y están profundamente involucradas en oncogénesis . Estas
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proteínas permanecen inactivas hasta que un ligando se une a mi receptor en la
superficie celular, lo cual conduce a una sene de efecto* intracclulam. incluyendo la
estimulación de otras timvina kinasas. Según los datos que se conocen sobre el CDS.
parece que su función es inhibir la fosforilación de las PTKs cuando el I K K es
activado, disminuyendo asi la sena) que I legua al interior de la célula107'"*.
Se propuso analizar si el entrecruzamicnto del CD5 tenia algún efecto en el nivel
de fosforilación de tas PTKs tras activación con anti-IgM. Para esta determinación, se
cultivaron los LB de 6 muestras de l.l.C-B en RPMI durante I. 10 y 30' en las distintas
condiciones experimentales. Transcurrido ese tiempo las células se marcaran con un
anticuerpo anti-PTyr FITC y se analizaron por citometria de flujo
Las PTyr permanecen inactivas hasta que se produce la unión del ligando al
receptor, sin embarco. l<> primera que llamaba la atención era la fosforilación
constitutiva de las —ffT— en I H tic 1 I « H con una media del 86% (Figura 1 Ib). Por
ello, para analizar la expresión de PTyr en respuesta a los estímulos se calculo la
diferencia entre la intensidad media de fluorescencia (IMF) de PTyr de las células en
presencia o ausencia de estímulo. Como puede apreciarse en la figura 11 a, se observa un
aumento de PTyr en todos los casos, siendo la fosforilación más baja a 1' que a 10' ó 30"
Además, en presencia de anti-IgM a 10 ug/ml (Figura 11c) o SAC + IL-2 se alcanzaba
el máximo de fosforilación a los 10'. mientras que con anti-IgM a 0.1 ug/ml (Figura
1 Id) se observaba a los 30*.
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45 KDa
F»f«ra II.- ForntorUmeióm de PTK* «• LB de I.I^T-aV Se cultivaron I B de 6 páctenle* de LLC-B
en distint» condiciones v vr marcaron con un anticuerpo ami-PTyr FtTC. Fl gráfico renmenta el
valor medio * DE del incremento en intensidad media de fluorescencia (IMF) de PTyr (IMF PTyr
cM imuki IMF expresión basa I de PTyr) (a» Abajo w mucura un c n o repmentativo de
expmidn de PTyr bátales (b). a k» l(T en LB esiimuladm con anti-lgM 10 gp mi (c> o a los 10*
en LB eütiffwfedot con an*i-lgM 0.1 |igyml (d>. También K rmiestn un ejemplo del análisis de
PT>T por wertmi Noi. referido a la (Vactina de expresión constante I Medio. 2 Anti-lgM 0.1
lig mi. 3. Anti-CDS <e).
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Es de destacar que anti*CD5 por ii aolo tamben e n capv de inducir la
fosforilación de tirostnas. con un máximo a los 30*. lo que indicaha que esta molécula
tenia una vía de señalización propia Por otro lado, el cnlrrcrti/arnicnto de CD5 y U
postenor estimulación con anti-lgM a 0.1 ó 10 mi mi, también producía un aumento de
la fosforilación, pero nunca mayor que la proporcionada por artii-IgM o onti ( I >5 p..t
separado, lo que indica que rx> había mayor fosforilación de ürosinas en ausencia de
CD5.
A continuación, se comprobó el incremento de PTyr por wexiern híot. para ello
se usaron 5 x 10* de LB de cada condición a tos 30' de cultivo. En la figura I le se
observa que. efectivamente, el incremento que se hallaba tras el análisis por citomctría
de flujo coincide con el incremento determinado por western bíof. Estos datos
confirman una vez más que el CD5 no modula correctamente la señal iniciada a través
del receptor de antigeno.
II. EFECTO DE LA SEÑALIZA* IÚ> INICIADA A TRAVÉS DE CD5
La estimula*, ton vía CD5 induce viabilidad en los LB de algunos pacientes de LLC-B
Puesto que se observó que. aunque CD5 no parecía modular la señalización del
BCR en las células B de LLC-B, sí era capaz de inducir fosforilación de lirosinas. el
siguiente paso fue estudiar su vía de señalización. En primer lugar se propuso analizar el
efecto que producía la estimulación con un anticuerpo anti-C 1)5 en la viabilidad. Para
este ensayo se purificaron los LB de 44 muestras de pacientes de LLC-B, 12 de
K( » o liado»
pacientes con l.l'M y 7 de amígdalas de individuos MMM Se mtdtó U viabilidad con
anexina V FÍTC1P cada 24 h hasta un tolo) de 144 h.
A las 48 h se observó un descenso de la viabilidad en S muestras de LLC-B.
mientras que en el resto permanecía igual que al inicio del cultivo. Esto parecía
concordar con lo descrito por Pcrs ct a/."* y Cioca y Kitano"7. los cuales dividen las
muestras de LLC-B en dos grupos según la respuesta a anti-CDS: un grupo en el que los
LB sufren apoptosis y otro en el que no.
Por el contrario, el análisis a las 120 h indicaba que anti-CDS inducía apoptosis
en 4 muestras de LLC-B, mientras que en el resto o proporcionaba viabilidad o no tenía
ningún efecto. En los LB de amígdala nunca aumentaba la viabilidad en presencia de
anti-CDS, y en el caso del LCM solo en 2 de 12 casos analizados. Con estos datos, las
muestras de LLC-B se dividieron en dos grupos según la respuesta a anti-CDS. Se tomó
como punto de corte la mediana (8%). se denominó grupo de alta viabilidad (n - 19) a
aquél en el que el incremento era igual o mayor al $% y de baja viabilidad (n = 21) si
era menor (Figura 12). los cuatro individuos en los que anti-CD5 producía apoptosis no
se incluyeron en esta clasificación.
Puesto que los datos de viabilidad se obtuvieron con un anticuerpo conjugado
con biotina (UCHT-2 biotinilado). se quiso confirmar si podía tratarse de un artefacto
debido a la conjugación. Cuando se empleó el mismo clon UCHT-2 sin biotina los
resultados fueron comparables. También se utilizó otro clon, el CD5-5D7 (Caltag
Laboratories. Burhngame. (Ai . obteniendo la misma respuesta que con los dos
anteriores (Figura 13).
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I J . ViaMIMad PMdwda p i r dit i inim »nttcM«-»[x.» anii ( l>5. Se cultivaron I I» de 3
Je LLC-B en pmencia y amencia de distintm antHuerpm anti-t D* Se midió la viabilidad por anexina
\ IP a las 120 h de cultivo l o * graneo^ representan el vak* medm i I)f del r««nmtaic tk viahilidad en
cada una de las condkkme« «penmentalev (a) Anti-CD5 proporciona viabilidad en 2 rnucttra. <b( anti-
t "1)5 no prnpociona viabilidad cu 3 muestras.
La respuesta/rente a anti-CDS se correlaciona con la respuesta jrentc a
Los pacientes de IXC-B se pueden dividir en dos grupos según el desarrollo de
la enfermedad. Recicnletnente. se han descrito diferencias en la respuesta frente a la
estimulación vía BCR entre estos dos grupos, encontrando que el grupo de peor
pronostico responde mejor a señales iniciadas vía el receptor de antigenoM'Tl. Dado que
en el experimento anterior se hablan »»b*cT\ado do» grupos Je n apuran • antM'I)5. «e
decidió estudiar \i esa» podían corrclacumanc con la respuesta a anti-ljíM y. a %u ve/.
*i fnhau respuestas podían relacionarte con lo» grupos de buen \ mal pronostico
Ya que en experimentos previos se había obsenado un incremento en \ labilidad
cuando se cultivaba con anti-lgM 0.1 ug/ml. se midió la viabilidad por anexina V
FITC/IP en presencia o ausencia de anli-lgM de las mismas 44 muestras utilizadas en el
c n s a v o c«*n a n n - ( 1)5 l o s p a c i c n i c s se d i v i d i e r o n e n il«f> K n i P « l s ^'^uri l.i rt-vpiH-st.i .i
anti-lgM. utilizando como punto de corte la mediana del incremento de viabilidad
(10%). Se denominó grupo de alta viabilidad a aquellas muestras con un incremento
mayor o igual al 10% (n = 21 > y de baja viabilidad a las que presentaban un incremento
del 10%<n=23)<Figural4)
nórmente se confirmó que existia una correlación positiva (r - 0.601; p <
0.0001) entre ambos estímulos (Figura 15). I sto parecía indicar que los dos grupos de
respuesta a anti-C!>5 podrían coincidir con los grupos de pacicnic* definidos según su
pronostico.
o = 21
O Alta viabilidad • Baja viabilidad
c 1 4 . W Í V [ . . , , M ^ , t i l l i d e
L1X-B frrnlf • >nl> IEM Se
cultivaron IH de 14 muettra* de
LLC-B en pmencu o auwncia de
anii IcM 0.1 (jg'tnl y «c midió la
viabilidad medíanle anc*ma VIP t
la» 120 h de mhivo bl graneo
representa el valor medio * DI del
incremento de viabilidad (•*
viabilidad en prevmcia de anti-lgM -
*• >iahihdad en medio de cultivo) de
lo* do» grvpm de respuesta a la
estimulación vía BCR
n ~ número de muestra
p < 0.0001 flefún el ten de U i de
Student
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V 1P • tai 120 h Je cuhivo > *•
halló el coeficiente de
correlación mediante d ITM
panmetncode Pearun
Corrctertn * 0.601. p < 0.0001
Los grupos dr respuesta a anri-{. D5 difieren en sus marcadores de superficie
Los resultados previos indicaban que algunos pacientes de I J.C'-H eran capaces
de responder a estímulos como ani¡-</l)5 > anti-lgM 0.1 ug/ml con mayor facilidad que
otros. Se ha descrito que en LLC-B pueden distinguirse dos grupos de pacientes en
función de su fenotipo de activación**, aquello» con un fenotipo canacicriMico de célula*
que han sido activada* recientemente y otros que presentan marcadores de activación
tardía. Por tanto, era posible que el fenotipo de activación de los I H del paciente
estuviera relacionado con los grupos de respuesta observados en este estudio
Para ello, se analizó la expresión de un panel de marcadores de superficie que
definen el estado de activación y diferenciación celular: CDl la. CD1 Ib. CDt lc« CD23,
CD25. CD29. CD38. CD39. CD40. CIM9d. CI)69 y CD71: además de la expresión de
CDl9. CD5 e IgM. Se aislaron los LB de 30 muestras de LLC-B. se marcaron con
anticuerpos específicos para cada molécula y se midió el porcentaje de expresión por
citometriade flui->
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Fis:«ra 16.- F ipmttM diferrnrial de marradoro dr «uprrfkir vr^un I* rr>purM« frrnir a »nti < 1)^
Se niaftamn loa I B de 30 muestra* de I IX -H mediante mareaje directo con srrticucrpm e^eciften» y »e
anaü/ó la cvprtsión de cada marcador por crtometria de flujo fa) M gráfico repfmina el valor medio •
í>l del porcentaje > de la IMF de kn marcadores difcnencfaln entre kn dos grupos *egim la reupuesta
frente a «Xi-CD?. Detwjo se moeitra un caso representativo del porcentaje expresión de CD62I en I R
(células Cí>19" j de un individuo de aha (b) y de baja («) viabilidad
1MF Tntemidad media de fluorescencia: n = número de muestra*
*p < 0.05 **p < 0.005. aplicando el test de la t-Student o el test de MannWTirtno. según el caso.
n
Se encontraron varias moléculas que se expresaban en mayor |iniHHlaJi en el
de olla viabilidad en respuesta a anti-t'DS. siendo rrtuWnifajntntff «"tmíTr Í ¥ t J .
unto en expresión como en IMf . tres de ellas: CD62L. CD39 y CO7I (Figura 16).
marcadores de activación tardía que parecen estar asoHadoi con pacientes de LLC-B
que presentan mutaciones en sus lgVH M . Esto nos indica que los LEÍ de pacientes que
expresan estas moléculas de superficie son más susceptibles de ser estimulados vía
CD5. Un dato de interés es el hecho de que la respuesta frente a anti-CD5 es
independíente de la cantidad de CD5 de superficie présenle en las células B (no se
muestran los datos).
Puesto que la respuesta a anti-CD5 permitía distinguir dos grupos fcnotipicov
que aparentemente coincidían con los establecidos considerando c! estado mutacional de
las IgVn. se realizo el mismo estudio fenotipico con los grupos de respuesta a anti-lgM
0,1 ug/ml. Los resultados mostraron que había un mayor porcentaje de expresión de
CD38, CD69 y COI la en el grupo de baja viabilidad. Los don primeros son marcadores
de activación temprana que se han asociado a individuos con lgVH no muladas** y el
(1)1 la se ha correlacionado con estadios más avanzados de la enfermedad124. Además,
este mismo grupo presentaba una mayor ÍMF de CDI la* CDS y CD38 (Figura 17). Al
igual que ocurría con anti-CD5. la respuesta vía BCR no dependía de la expresión de
IgM de superficie, lo que coincide con lo descrito previamente71. Además, la expresión
de este último marcador no se correlacionaba con la expresión de CDS. esto es. la
expresión de uno es independiente de ¡a del otro (no se muestran los datos). Por otra
parte, si se analizaban los marcadores uno a uno. se observaba que los de mayor
expresión en el grupo de baja viabilidad frente a anti-IgM coincidían con los de mayor
expresión en el grupo de baja viabilidad frente a anli-CD5. y viceversa, aunque las
diferencias no alean/asen ta M^niflcacJon E*to confifmaha una ves a i » que
lot grupos que se distinguían en función de la rc*poc*U a antM 1)5 «c onnrspundian
oon los observados en la respuesta Irrnic a anti-IgM.
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V F.iprrtéón difrrenrial de marradnrrt dr « p * rfici* wtán la mp»r«ta frrntr a an
Se marcaron k» LB de 29 muestras de LLC-B mediante marcare directo con anocuerpm eipecifíoos y M
analizó la expresión de cada marcador por citnmciria de flujo (a) I I gráfico representa el valor medio •
DK del porccrFtafc y de la IMF de Un marcadores diferenciaks entre k»s dos grupm «egun la reitpuevta
frente a anti-lgM 0.1 MP mi Debajo se muestra un caso representativo del porcentaje de expresión de
CDJS en LB (células CD1<? ) de un individuo de naja (h) y de alta (el viabilidad
IMF: Intensidad media de fluorescencia, n - número de muestra*
En todo» lo» marcadores el valor de p era - 0.05. aplicando el te«t de la t-Student o el test de Mann-
Whftncy. según el caso.
53
LM ñapunta/remit a ana ( DS te t orrdacton* con la c\pre>ión ét CDJt j * d atmdo
mutmtomtt de Un gene* de Ía$ Igl u.pero »>• < »n i.t c\prc\um de ¿M
1.1 siguiente cuestión que se planteó fue anah/ar si las diicrcm ia-> de viabilidad
en respuesta a anti-CD5 coincidían con tos grupos de división en base a difere
factores pronóstico, como son el porcentaje de CD38. la expresión de ZAP-70 y el
mutacional de tas lgVM.
En pnmer lugar se analizó la respuesta frente a anti-CD5 en LB de LLC-B según
la positividad para CD38. Anteriormente se había observado una mayor expresión de
CD38 en las muestras de baja viabilidad en respuesta a anti-IgM 0,1 (ig/ml o antí-CI 15,
aunque en estas últimas las diferencias no eran significativas. Seguidamente se propuso
analizar los grupos de respuesta pero dividiendo las 44 muestras de LLC-B en CD38* y
CD38'. Hay mucha discrepancia al considerar el punto de corte de positividad pora este
marcador, algunos autores utilizan el 30*//**'. otros el 20%MA3 y últimamente te está
barajando la posibilidad de utilizar el 7%' , i incluso hay un estudio que considera que
no sólo hay que tener en cuenta el porcentaje sino el patrón de expresión". Cuando se
utilizó como punto de corte el 30%, no se encontraron diferencias significativas entre
los dos grupos de expresión de CD38 con ninguno de los estímulos. Si se recurría al
20%. tas diferencias se hacían significativas en respuesta a anti-IgM (p = 0,045). pero
no en respuesta a anti-CD5 (p = 0,084), En cambio, las diferencias eran
estadísticamente significativas entre los grupos de respuesta a ambos estímulos al
utilizar como punto de corte el 7% (Figura 18). habiendo una mayor respuesta en las
muestras CD38 . lo que coincidía con resultados previos de este trabajo.
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Q CD38- (a = 17) • CDJS (o = 27)
Figara I».- ÍU*pm*%ta • H ( M T D 5 O • • I H I C M M-gés b poMthidMj para ( D3R. Se marcaron lo* I B de
44 muestras de LIX"-B con un a n t i - O ) l * í I I I \ «* anali/n la c»prr*kin por ertometna de flui<> V
comidero que b muestra «ni C m r cuando d porccnti>c de células powitiv» pm* CO31 era nayor o
igual ai 7%. Seguidamente. * cultivaron k » LB en presencia o amencia de artí-CD9 o anli-IpM (t.\
Mg, mi y se cuantiftcó b viabilidad eclubr a La» 4» h de cultivo medíanle anexan V/IP. Ixn grÜkoft
reprnentan el valor rnedk» * DF del incremenlo dr viabilidad vrgun b mpuesta • aMi-CD$ <•( o
n numero de muestras
*p - 0,044, "p - 0.013. según el leM de Mann-Whitno
I n segundo lugar, nc estudiaron Im grupos de rc^pucuUi a antt-CDS o
0.1 ug'ml respecto a la expresión de /AP-70 Para ello. <*e cuantificó la expresión de
esta molécula en 17 paciente? de IXC-B mediante mareaje indirecto con un anticuerpo
anti-ZAP-70. Paralelamente, se cultivaron las células con o sin anti-CD5 o anti-lgM 0.1
ug/mi. Se consideró que una muestra era /AP-70* cuando el porcentaje de células
positivas para el marcador era mayor o igual al 20%*\ Se encontró positividad en tan
sólo 5 de los 17 casos analizados No se encontraron diferencias significativas en el
grado de respuesta a ambos estímulos de las muestras /AP-70* respecto a las ZAP-70'.
posiblemente debido al bajo número de casos positivos encontrados en este estudio (no
se muestran los datos).
Kt kult
Por último, se analizo la respuesta a anti-CDS o anti-lgM 0.1 u*/ml freo* «I
mutacional de las IgVM Se extrajo el ARN de 20 muestras de LLC-B. ae
amplificó la secuencia del icen de las IgVM y se realizó una sccucnciactón directa de tot
fragmentos de PCR amplificados. La secuencia obtenida se comparó con la secuencia
de la linca germinal, recurriendo a las bases de datos Ig Blaat e IMGT. Se considero que
la lgVM estaba mulada cuando el porcentaje de homología con la linea germinal era
menor o igual al 98%. Según los datos publicados en la literatura, lo esperable es que el
50% de los pacientes presenten genes lgVH mutados*í'4i-I>0 Sin embargo, de las 20
muestras analizadas, tan sólo 5 resultaron ser mutadas. Esto indicaba que se trataba de
una muestra pequeña o que el grupo de pacientes seleccionado estaba sesgado. Aunque
las diferencias no eran estadísticamente significativas, se observó una mayor respuesta a
ambos estímulos en las muestras con lgVM mutadas (Figura 19). lo que parece indicar
una mayor susceptibilidad de estas muestras de LLC-B a responder frente a anti-CDS o
anti-fgM en las condiciones de trabajo empleadas. Por el contrarío, es de destacar que
las muestras no muladas respondían mejor frente a SAC • IL-2 Ademas, en
concordancia con la literatura**, las muestras que presentaban mutaciones en tas IgVM
presentaban un porcentaje de CD38 menor que aquéllas que no las presentaban (Figura
20). Un dato importante es el hecho de que las 2 muestras con mayor incremento en
PTyr a los 10* cuando se estimulaba con antí-lgM 10 jig/ml (incremento en IMF • 43)
pertenecían al grupo de las lgVH no mutadas. mientras que las 4 muestras que menos
respondían (incremento en IMF = 16) estaban dentro de las lgVH mutadas. Sin embargo.
ninguna de las 2 muestras con IgVM no mutadas respondían a anti-IgM 0.1 ug/ml
(incremento en viabilidad • 0%). Esto indica que los pacientes de LLC-B no responden
de igual manera frente a una u otra concentración de anti-TgM.
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Aunque los datos inmuno fenotiptcos de lo» que se ^f^ré» eran MOMOS « i «I
de las mucttnu genonnadas pan lot genes de las igV*. se analuó si los
de superficie de unas y otras coincidían con lo descrito en la literatura****,
habla una mayor expresión de 1*1)39. CD71 y CD23 en los LB que
mutaciones, mientras que en los que no las presentaban se encontró mayor
porcentaje de CD38. CD40 y CD69, Ademas, también había mayor porcentaje de
CDI tb. asociado con estadios tempranos de la enfermedad, en pacientes con IgV,,
muladas, y de CDI la y C'D49d. relacionados con estadios más avanzados124, en
individuos con IgVH no mutadas (Figura 21 >. Esto concuerda con resultados previos de
este estudio, en los que se había observado una menor respuesta frente anii-ígM en LB
con mayor expresión de CD38. CD69 y CDI la. y una mayor respuesta frente a anti-
CD5 en LB con mayor expresión de CD39 y CD7I.
últimos resultados indican que las I I ( H con IgVM muladas y negativas
CD38 responden más a señales via BCR y CD5 en nuestras condiciones de trabaja.
lo que está asociado con un pronostico favorable de la enfermedad.
\o existe correlación entre el MS del promotor del CDS y la respuesta /rente a anti-
CD5
Puesto que anteriormente se había comprobado que la respuesta a anti-CD5 en
los pacientes de LLC-B no estaba relacionada con la expresión en superficie de CD5. se
planteó analizar si esta respuesta podía tener relación con algún polimorfismo genético
presente en esta molécula. El único polimorfismo hasta ahora conocido en el gen que
codifica para el CDS es un microsatélite localizado en el promotor'**'7. Para este estudio
«o
•e utilizó el ADN de 134 paciente» con LLC-B y. como control, d ADN de 102
individuos sanos y 4? paciente» con I.C'M
I-I análisis de k» resultados de las muestras de LLC-B mostró la presencia de
alclos comprendidos entre 11 y 20 repeticiones CA. Cuando se examinó la distribución
alélica de este polimorfismo, no se encontraron diferencias entre pacientes de LLC-B y
controles. Sin embargo, al comparar las frecuencias de cada uno de los alclos. te
observó que el alelo de 19 CA estaba más representado en LLC-B que en controles
(Tabla 6 y Figura 22a). Por otra parte, ta distribución alelica de LCM y controles era
diferente de manera estadísticamente significativa {p( « 0.008. aplicando la corrección
de Bonferroni) Además, se encontró que el alelo de 17 repeticiones CA estaba menos
representado en individuos con LCM que en sanos y LLC-B. y el alelo de 18 CA
aparecía mayor número de vece» en LCM comparado con controles y LLC-B
I I análisis de los genotipos mostró que el más representado en las tres
poblaciones era el 18/18. Además, el 17% de los paciente* de I I ( -B y el 24% de iot
pacientes de LCM presentaban el genotipo 19/18. en comparación con el 6% de los
individuos sanos {p = 0,013: OR = 3,14; 95% CI • 1,22-8.07; p = 0,002; OR - 4,89;
95% CI • 1.68-14.20. résped i vamente); mientras que el genotipo 18/17 estaba menos
representado en LCM (9%) que en sanos (24%) (p - 0,029; OR - OJO; 95% CI = 0.10-
0.93) (Figura 22b). No había diferencias estadísticamente significativas en el resto de
los genotipos analizados, sin embargo, era de destacar que el genotipo 19/19 sólo
aparecía en LLC-B y el alelo de 20 CA en LLC-B y LCM, pero nunca en sanos.
61
K«
OLLC-BI li M I
Sis u 17 u n
Atrio* Rrprtkrktne* VA
18/17 18/1*
Rrpctit IOIM-
19/18
12.-
\ {<R»I I |>MI itt 1 %tS di
c*tr»jo d ADN de
137 mucura» de LLC-B. 47 de
LCM y 102 de individúe»
tañen. K amplifn^ el MS de
( I »«i por PtH y H producto w
«naJixó en felet de acnumida
«I (•*'• I jtw p-É ÍH.tn mucvtran la
diKtnhuciAn de kn dist«lm
alek» en la» t m pobtacionct
U l > kn genotipo* mái
AM»
IS
M
17
11
19
>
( i>n|rokt
(a • 2<M)
0.019
0.150
OJIÓ
0.442
0.0Í7
0.000
l i e M
0.02:
0.123
0.22J
0.433
0.179
0.011
LTM
0,013
0.096
0.117
o.*5
0.160
0.021
OR(K 95%)
n s
0.005
2J6( 1.27-4.01)
n.s.
r
OR(lí 95%)
a*.
0.002
0.026
1/75 < 1.07-2.87)
I U
UM,
O« (IC 95%)
n v
I X
0.021
0.4$ 10.2 í-O.QOi
0.Q1I
1.15(1.15-2.9»»
n>
Ib*.
n - nurrtem de alek»
^Contrates comparados con páctenles de LLC-B.
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Al estudiar la rcspucau a anti-t'DS pan los ilifiín— fir-lifin. «e
que 5 de 8 pacientes de LLC-B coa fenotipo 1*718 > 3 de 6 coa fenotipo 17/1?
pertenecían al grupo de alia viabilidad en respuesta a anti-<*I)5. mientras que ningaaM
de los 3 individuos con genotipo 19/19 tenia una respuesta positiva frente a este
estimulo. I-stí» indica que este último genotipo que. por otra parte, et característico de la
I I ( -Ü. podría estar relacionado con la funcionalidad del CDS o podría ser marcador de
algún otro polimorfismo cercano aún por descubrir. Para comprobarlo, sería
aumentar el tamaño de la muestra.
III. h NT I'DIO DE LA vi , \ Dfc SE&U-IZACtáíLDEL CD5
\nti-i.'D5 no induce íaproliferación de ios LB de LLC-B
U n vez comprobado que anti-CD5 e n capaz de proporcionar viabilidad a los
LB de casi el 50% de las muestran de LLC-B, se propuso conocer que vías estaban
implicadas en dicho mantenimiento de la viabilidad. Como en el caso de anti-lgM. se
comprobó si la viabilidad mediada por anti-( 7)5 era debida a proliferación Para clin, se
cultivaron los LB de 6 individuos con LLC-B en presencia o ausencia del anticuerpo
Seguidamente se analizó el porcentaje de células proliferantes mediante incorporación
de BrdU y posterior mareaje con un anticuerpo anti-BrdU FITC. Como controles se
utilizaron 3 muestras de amígdalas.
Anti-CD5 no induce proliferación ni en LB de LLC-B (Figura 23) ni de
amígdala, indicando que el incremento de viabilidad observado en las células
I I Í ••«
ncopMstcas en respuesta a o l e ;UUK ucrpo se dchc a un manimi mirtilo de la miwma > mt
a un efecto de la proliferación
lifiir» 2X- F » I « J M dr U
proliírr.cKMi dr I H d« I K K m
mpmrUm a ••t*-<T>5. Se mtdió U tana
de proliferación en 6 ntunftn» de LLC»
II mediante HKftrpiwactfm de Hrdl y
poflenor mareaje con un anti Itrdl
F1TC. V mueiora un
inri-C'DS induet la expresión Rénica de mcl-l en LB de LLC-B
Se ha descrito que la estimulación de I \\ Je II ( li con antM'l)5 nKfdula la
expresión de genes de de la familia de hci'2UKU\ l»or tanto. !*c qumn c«wnnn>har si la
viabilidad inducida pin anti-CDS podia también estar mediada pnr algún gen de esta
i.imiha Dado el deüconocímtenio que existe acerca de la modulación de estos genes por
señales positivas mediadas por C I>5. se utilizaron como estímulos control anti-!gM 0.1
ug/ml o SAC/IL-2. Para ello se estudió por RT-K'R la expresión genica a las 48 h de
cuatro de estos genes, box. como pm-apoptótico. y bci-x(. mc¡-l y M-2, como anti-
apoptóticos. Se determinó la expresión relativa normal i /ando con un gen de expresión
constante, el ARMftS. En este estudio se utilizaron LB de 3 muestras de LLC-B. 2 de
LCM y 2 de amígdala.
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24.' F . ipmió* de grnr* dr I» familia de Ar/-2 rn m p a r U i a *m difermt» rctimajlm. Se
cultivaron LB de .1 muestras de LLC-B. 2 de LCM y 2 de amígdalas en praenci* o amencia de anti-lgM
0.1 ugml. anti-CD5 o SAC • IL-2 Se extrajo el ARN s In 41 h de cultivo y se amplificaron distinto*
genes de La familia de M-2 par RT-PCR. In La figura v muestra el valor medio de la expresión genka.
referida al gen ARMftS de expre*ióti constante, de cada uno de los genes en LB de LLC-B <«>. amígdala
(b> y LCM (c). (d) Gel de agarma mostrando el fragmento amplificado de mei-f en LB de un caso
va de I M R
K« MI ti ¿lili»
En cualquiera de las poblaciones celulares había un ctmudcrabk aumento de
todos los genes en respuesta a SAC • IL-2 (Figuras 24a. b y c) fui cambio, al estimul.ii
con anti-lgM tan sólo hahia una mayor expresión de mct-l en LLC-B (Figura 24a). Por
otro lado, al estimular con anh-CDS se observó una claro incremento de todas los fjciwt
estudiados en las células B de amígdala «Figura 24bi Sin embargo, en UX-B solo te
apreció un notable aumento de mcl-l en los LB estimulados (Figura 24a y d). mientra*
que en LCM no aumentaba ningún gen en respuesta a este estímulo (Figura 24c).
indicando la contribución de mcl-l a la viabilidad mediada por la molócula CD5 en LB
de LLC-B
\nti-CD5 induce la expresión proteica de Mcl-l en LB de LLC-B
A continuación, para confirmar si la expresión del gen anti-apopt ótico mcl-l se
traducía en expresión proteica, se cultivaron 10 x 10* de IB de 6 muestras de LLC-B y
.1 de amígdala en presencia o ausencia de anti-CDS, A las 48 h se Usaron las células,
analizándose los extractos proteicos por wetfern biot. En el caso de anti-lgM y SAC •
IL-2 sólo se estudiaron 3 muestras.
Los resultados mostraban una clara inducción de Mcl-l en respuesta a SAC +
IL-2 en LB de LLC-B. lo que coincidía con los IB de amígdala, en cambio. anti-lgM
0,1 jjg/ml sólo producía un aumento de Mcl-l en LB de LLC-B (Figura 25a y b). Como
se puede observar en las figuras 25c y d. la expresión de Mcl-l en respuesta a anti-lgM
disminuía al incrementar la concentración del anticuerpo, lo que concuerda con el hecho
de que a altas concentraciones de este anticuerpo las células B de LLC-B sufran
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.«I estimular ctwi .mu i 1)5. tan tolo te observó
expresión de Mcl-i en I B de I.U'-H. siendo mayor en 5 de las 6
(Figura 25a y b).
ttl •
• ICM SAC/IL-2 «-CD5
(C)
m *
1
i
rl |Mt ID
Medio «IgM SAO II.-2 »-TI)5
• I * M liME/mli
Mrdxi 0,1 | 10
McM
fina
Pifara 29.- Rtprrttfn prntrica de McM m LB de l,Lí -H en rr»pwr<t» lo« difrrrnlr*
Mitraron I B de 6 p*ckn»e> de LLC-B en prcvtKia p auwncta de anti-lgM 0.1 m^ml. SAC * 11 -2 o
Se Iruron las célula» • las 48 h de cultivo > «e eAudiaron kn «ntiracto» nmtetcm por wextrrrt
A la izquierda «c muntrm la cxprnHlm proteica de M c l ! . referida a la {Vacuna de expresión
, en k» LB de I I C-B cuhivadm con \ns divttrrtos e^irmjkH (al y dentro una autorradiocrafía de
nesentativo (b). A la derecha, iwi cjempío de dtcha cxpmión ooo diferente» concentraciono de
anti-lgM (c) y debajo la autorradioprafla (d).
Se sabe que otras proteínas anti-apoptóticas contribuyen ai mantcnimienio de ta
viabilidad en las celular B de LLC-B. entre ellas, proteínas inhibidoras de apoptosis
como XIAP. Por ello, se estudió la expresión proteica de la proteína inhibidora de
apopfosis XIAP. capa/ de inhibir directamente a algunos miembros de la familia de las
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" . Además, se ha detento que su expKMón disminuye cuando *c inhibe la vía
de la PI3-K'12. crucial en la supervivencia celular mediada pur el IK R. y
cuando se potencia ola via". Con todo d io . «c analizaron la
muestras de LLC-B y 3 de amígdala»
Se determinó que había una mayor expresión de XIAP en los LB estimulados
con anti-CI>5 de 1 de los } pacientes de LLC-B estudiados (Figura 26a|. mientras que
no había tal aumento en ninguna de las 3 muestras de amígdala. Además, la expresión
de esta proteína era mayor en todos los casos estimulados con SAC • IL-2 (Figuras 26a
y b). mientras que en el caso de la estimulación con anu-IgM. era significativamente
mayor en 1 de los 3 casos analizados (Figura 26b).
Mrdm »-lKM SAO IL-2 «-CTO
(b)
Mrdir. • IKM SAO II--2
XIAP
-.. f i n *
Fttura 26.- f.%prr%Wm proteica de WAP rn I I < -B trtmtt a Un dircrmtn ctlínülm. Se Mitmilaron
LB de 3 muestras de LLC-B en presencia o «uencia de anti-igM 0.1 Mg'mt. SAC • IL-2 o anti-CD5. 1 ^
céluL» «e libaron tr» 48 b de cultivo y se estudió la expretión de XIAP por wemern hlot St nuestra un
caso en que U expresión, referida a la [Vactiiu de expresión constante, es mayor con anti-CnS («) y otro
tt-IgM (b).
Con todos estos datos podemos concluir que Mcl-1 juega un importante papel en
el mantenimiento de la viabilidad mediada por CD5 en los LB de LLC-B, mientras que
XIAP sólo lo hace en algunos pacientes.
Kr« tillado»
La . i.ih,hJ.iJ propon.
 fonada por ana i /M o r t mediada por /7W
Se ha postulado que la PKC pudiera tener un papel en la ncnaluacéóa VÍA CD5
tanto en LT como en LB , además, se ha comprobado que es una prutcina implicada
eo la supervivencia de las células B de L L C - B I J W M . Por unto, se propuso estudiar si
esta molécula estaba implicada en la viabilidad mediada por CI>5 en los LB de LLC-B.
Para ello se estudió el efecto en la viabilidad de estas células de la bisindolilmaleimida
I. un inhibidor específico de varias isoformas de la PKC (PKC-a. pV fo. y. 6 y c).
Primeramente se preincubaron LB de LLC-B con Bis I a distintas concentraciones (0.1-
20 uM). para comprobar que la dosis utilizada no tuviera efectos citotóxicos. Se observó
que a I u.M la Bis I prácticamente no aumentaba la apoptosis espontánea de las células.
Para analizar el efecto inhibidor de la Bis I. se estudió la expresión gcnica de
mcl-l. ya que anteriormente se había comprobado que esta aumentaba al cultivar las
células con anti-í 1)5 Se incubaron l.B de 4 muestras de U C-B con Bí i I I uM durante*
I h a 37" C, para postenormenle estimular con el antt-CD5 ("orno control positivo se
utilizo PMA 0 0 ng/ml). un potente activador de la vía de la PKC. Después de 48 h de
cultivo se extrajo el ARN y se amplificó un fragmento del gen mcl-I por RT-PCR
Se observó que la PMA inducía mcl-I en 3 de los 4 casos analizados, inducción
que era revertida al preincubar con Bis I (Figura 27). Por otro lado, el análisis de las
células estimuladas con anti-CD5 mostraba una mayor expresión de mcl-I en 2 de las
muestras estudiadas, la cual revertía con la Bis I (Figura 27). En el tercer caso la
expresión no vanaba ni con antí-CD5 ni con Bis I; y en el cuarto, había un descenso de
mci-l. que %c recuperaba v..n el inhihiJ..» I n c*ic ultmn. uiv>, la estimulación con
PMA icnia el mismo erecto, una reducción tic mctl. que retenía al incuhat c**i H H I.
A continuación, se confirmó la expresión proteica de M d - I en las misma»
condiciones. En las 3 muestras analizadas la PMA aumcnlaha la expresión óc Mcl-1.
reviniéndose tal expresión con Bis I. En d caso de anti-CD5. ocurría lo mismo en 2 de
los 3 casos (Figura 28). Hsto nos confirmaba la implicación de la PKC en la
vía C*D5.
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*.- Efecto de la inhibkKm d* la PKC tm la **prr»n>n pnrieira de Mcl-1 tadarida por ini i
COS. Se estimularon I B de 3 muestras dt U C-B con anti-CD? o PMA en presencia o ausencia de Hi<- I
Se usaron las células * las 4S h de cultivo y *e estudió la expresión de Mcl-1 por wesfefn Not. Kl gráfico
representa el valor medio de la expresión proteica relativa de Mcl-!. referida a la [Vacuna de expresión
constante, de 2 muestras de LLC-B. A la derecha se muestra un caso representativo ( I . Medio. 2. anti-
CD5. 3 anti-CD5 - Bi* I. 4 PMA. 5. PMA * Bis I).
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Se conoce que la estimulación vía CDS participa en la producción de citocina»
Se ha descrito la producción de IL-2 en LT10* y en células II-la y II de LLC-BIM
estimulados con anti-CD5. Por otro lado, se ha visto que los LB CDS* producen mayor
cantidad de IL-10 que los LB CD5' en respuesta a diversos estímulos y que esta
producción es dependiente de la molécula CD5m . Con estos dalos, se postuló que la
señalización vía CDS podría inducir la producción de IL-2 c IL-10. citocinas que. de
forma autoenna. estarían implicadas en la viabilidad de las células neoplásicas. Para
confirmarlo, se purificaron los LB de 6 muestras de LLC-B y se cultivaron en presencia
o ausencia de anti-CD5. Tras 48 h, se extrajo el ARN y se amplificaron por RT-P( K
fragmentos que codificaban para ambas citocinas.
Como se puede apreciar en la figura 29a. hay un notable aumento de la
expresión genica de IL-10 en 4 de los 6 casos de LIX'-B estudiados, mientras que
desciende en un caso (Figura 29d) y se mantiene igual en el otro. En todos tos casos, la
modulación de IL-10 estaba acompañada por la de Mcl-L Por el contrarío, tan sólo se
encontró expresión de IL-2 en 1 de las 6 muestras (Figura 29c). Cuando se analizó la
expresión proteica mediante ELISA, se observó un aumento en la producción de IL-10
al estimular con anti-CDS. mientras que nunca se observó aumento de IL-2 (no se
muestran los datos). Estos resultados nos indican que la IL-10 tiene un papel importante
en la viabilidad de los LB de LLC-B en respuesta a anti-CD5.
Ademas, se comprobó que PKC participaba en la producción de estas citocinas.
puesto que la Bis I era capaz de revertir el aumento de IL-10 (Figura 29a). asi como el
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Je 11.-2 <Figura 29c). Es más. en el caso donde la ctprr»tón de IL-10 «c vela disminuida
(Figura 2*#d>. «J incubar con Bis I. *e rtvupcraKa. indicando una ve/ más el papel de
PKC en la via de señalización del C 1)5
Mrdi « Bit
Mrd») •-CD* i-CDS • Blü I
0») (d)
9.- F t p m i ó n centra de 11^10 c IL-2 inducid» pnr »mi-t I>5 en I.IX'-H. Se cvHtvaton I B de
6 muestnn de 1.1 C-B cono sm airti-CD.V Se ctmro el ARN a I» 41 h de cvNivn y w amplificaron k»
genes de U.-2 e 11-10 por RT-PCR Fl gráfico mucvlra el valor medto de la expresión relativa, irfenda al
gen ARNI8S de expresión constante, de la* 4 muestra* en que IL-10 er» mayor al estimular con anti-C'DS
(a): debajo se muestra el gel de agarma de un cato representativo (h) A la derecha K muestra et caso en
el que aumenta la expresión de amha* tilocma* tuando se estimula con anti-CD5 U) y el ca*o donde «e
la expresión de II.-10 al estimular con ant¿-CD5 (d).
DISCUSIÓN
1C0S no modula la rr%pue*ia melada per W BCR tm LB 4t LLi. B
funcionar apropiadamente en ct sistema inmune los LB deben
receptores que puedan interaccionar con antigenos extraños y activar la señalización, al
mismo tiempo que eviten la unión y señalización por antigenoc propio* Durante el
desarrollo de las células B existen puntos clave que controlan si éstas han «ordenado
lo» genes de los receptores de antigeno y que aseguran que expresen estos receptores
potencial mente funcionales'1 Para garantizar una correcta función de estas células,
además de la expresión del BCR. se requiere una señalización efectiva a través de este
La señalización mediada por ci BCR activa numerosas vías de tran&ducción de
señales, de forma que la inducción de una vía particular puede depender del estado de
diferenciación del linfocito B. así como de la concentración de antigeno, la avidez por el
mismo y la duración del reconocimiento antigénico1 '*J , Pero la decisión de tomar una
via especifica frente a otra también va a depender de una serte de señale* positivas y
negativas mediadas por diferentes co receptores asociados al BCR14"'41. Estos co-
receptores responden a gran variedad de ligando» y se piensa que la integración de las
señales iniciadas por el BCR y las señales de los co-receptores va a permitir al linfocito
desencadenar una respuesta apropiada para cada tipo de antigeno'42. Uno de estos co-
receptores es el CD5. molécula propia de células B-la y que se expresa tras activación
en células B-2, además de estar constitutivamente presente en enfermedades
linfoproliferativas como la LLC-B.
Actualmente se sabe que los LB de LLC-B son células que han reconocido
antigeno' Dado que en estas células el BCR es capa/ de iniciar señales, tanto de
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como de apoptottt, nos pregúntame» cuáJ ere el papel que ejercía el i M
•obre el BCR de cata* células ncoplatxm BiUh n al demostraron en células B-l de
ratonen deficientes en CDS que esta molécula podría jugar un papel en la modulación de
la respuesta mediada por el BCR. actuando como regulador negativo'** La prevención
de la apoptosis inducida por antt-IgM y ta consiguiente proliferación descontrolada en
estos ratones knockout sugiere que la expresión de C05 tiene especial relevancia en la
autorregulación de células B-l maduras auiorrcactivas Poco después, el mismo grupo
observó que el cntrccni/armento de CDS y la postenor estimulación con anti
inducía la movilización de Ca y la traslocación de NF-kB en células B-l de rale
Nuestros resultados demuestran que el CDS regula la señal del BCR en células B de
individuos sanos, ya que rescata de la apoptosis inducida por anti-fgM a los I B de
amígdala, lo que concuerda con lo publicado por Bikah ct ai en células B-1 de ralón
Ademas, cuando separábamos el CDS del BCR aumentaba i a proliferación inducida i*it
S\< II :. coincidiendo con lo observado pot Jamin ctatu* y Per* rr ai " ' en I B de
amígdala En cambio, nuestro* dalos indicaban que el cntrecni/amicnto de ' >
capa/ de rescatar de la apoptosi* mediada por anli-IgM ni de aumentar la señal
proporcionada por SAC + IL-2 a los LB de LLC-B. lo que nos hace pensar que en estas
células ncopiásicas el CD5 no regula correctamente la señalización vía BCR. Ni
siquiera cuando la señal de anti IgM proporcionaba viabilidad, la ausencia de CD5
producía un aumento de la misma Otro dato significativo es el hecho de que la
fosforilación de las PTKs iniciada vía BCR no se incrementaba cuando el CD5 eslaba
alejado, confirmando una vez más la falta de regulación por esta molécula sobre el
receptor de antigeno
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Estos dato* sugieren que la incorrecta (unción del CDS durante «I
mttgenico ha p. tiul.. contribuir a la expansión incontrolada de lo* I li
de LLC-B Por tanto, M el H( R de las células B de LLC-B es capa/ de transmitir
•diales de viabilidad y el CDS no es capar de inhibirlas cuando es necesario, esto
produciría una prolongada supervivencia en esta* células, que resultaría incrementada
en los llamados centros de proliferación, donde &c ha visto que estos hnfocito* son
de prolifcrar*1"**.
La viabilidad inducida por CDS contribuye a la prolongada \upcr\ivcncia de tas
B de LLC-B
Al estudiar la modulación de la fosforilación de PTKs por CDS. observamos que
había un aumento de fosfotirosinas en respuesta a anti-CD5 en IB de LLC-B. lo que
nos indicaba que el reconocimiento de un ligando por parte del CDS disparaba MI propia
via de señalización. Entonces no» propusimos anali/ar cuáles eran los efectos de esta i li
en la viabilidad celular y contrastar los ditos con lo» trabajos publicados Encontramos
que la estimulación vía CD5 proporciona viabilidad a un grupo importante de pacientes
de LLC-B a las 120 h de cultivo Aparentemente, estos datos contradicen lo publicado
previamente en esta enfermedad Mientras que Cioca y Kitarto" observaron que anti-
CD5 inducía apoptosis a las 24 h en los LB de algunos pacientes de LLC-B. Youniou ct
alutt encontraron el mismo efecto, con la diferencia de que, entre las muestras que
sufrían apoptosis. unas lo hacían a las 18 h y otras a las 36 h El comportamiento de
nuestros pacientes a tiempos más cortos era bien distinto al observado a las 120 h.
Cuando analizamos la viabilidad a las 48 h de cultivo, en algunas muestras se observó
un aumento de la apoptosis y en otras no había diferencias, lo que se asemejaba con lo
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docriio en la literatura"*"" Sin embargo, hay dato» publicado* «cerca de « n
scftali/acion positiva iniciada a través de C M en t H de 1 H H donde se indica la
producción mtracclular de II T y el aumcnlo del numero de célula» B proliferantes al
estimular con ami-CD5 l )5.
Por otra parte, también demostramos que la viabilidad mediada por CDS es
característica de los LB de LLC-B. ya que no encontramos ningún efecto en I H sanos y
tan solo ocasionalmente en LCM. Los estudios de viabilidad inducida por (1)5 en
hnfocttos de individuos stnos son escasos. En I T humanos de sangre periférica se ha
observado un aumento del Ca : ' intracclular en respuesta a anh-CD5 " " • ' * . mientras que
en LB no activados de amígdala la estimulación con este anticuerpo o induce
apoptosis"1 o no tiene efecto1 '*41, esto último coincidiría con los resultados obtenidos
en nuestro trabajo en células B de amígdala
Independientemente del efecto observad», I«H!O* los trabajos encontraban cierta
variabilidad en la respuesta frente a anticuerpos anti-CD.V Esta variabilidad podría estar
relacionada con algún polimorfismo funcional en la molécula pero, hasta la fecha, no se
ha delectado ninguno en las regiones codificantes del CDS que pudiera justificar este
hecho. Únicamente se conoce la existencia de un microsaiclitc situado en el promotor y.
por nuestros resultados, lampoco parecía asociarse ni con la expresión de CD5 ni con su
funcionalidad. Por tanto, deben ser otros factores, posiblemente difcrcnies a la molécula
CDS, los que justifiquen la variabilidad observada-
I». I
/ Ü r,spur\ta frente a t I* < pntét rtÜKtoñSn* £M W ***»«/ '«•//«' rfr /* enjermeémé
Hasta hace poco la LLC-B se consideraba una entidad única
biológicas y clínicas especificas Sin embargo, en lo* últimos anos, te han anortado
muchos dato* sobre la heterogeneidad de esta enfermedad4* Hl hecho de que algunos
pacientes presenten un desarrollo favorable de la enfermedad, frente a otro grupo con
enfermedad progresiva y resistente al tratamiento, ha disparado la necesidad de
encontrar un marcador biológico fácil de analizar que pueda utilizarse como indicador
pronóstico, con el objetivo de adoptar medidas terapéuticas mis adecuadas
Actualmente se piensa que la base de esta heterogeneidad puede ser el tipo de
antigcno al que responden los LB tumorales Por lo tanto, el comportamiento m yuto
frente a antigeno podría ser un factor pronóstico más fiable que cualquier otro
marcador'* V Sin embargo, por el momento se desconoce cuál/es puodc/n ser el lo*
antigeno/f reconocido s por estas células nmplásicav por ello, lo* estudios en e&ta
dirección utilizan estímulos específicos del H( R. con el fin de distinguir entre ambos
grupos de pacientes Nuestros resultados mostraron que los pacientes de LLC-B tamhicn
podían dividirse en dos grupos según el grado de respuesta frente a anti-( 1)5. los cuales
coincidían con los obtenidos al estimular las células con anti-IgM 0,1 Mg mi Esto nos
sugería que podían estar relacionados con el desarrollo de la enfermedad
De hecho, al comparar los grupos de respuesta frente a CD5 en función de una
sene de marcadores de superficie, observamos que las muestras que más respondían
presentaban una mayor expresión de marcadores de activación tardíos, como son el
, CD62L y CD7I. los cuales se han relacionado con un desarrollo más favorable
- m u
de U enfermedad y con pacientes que presentan mutaciones en lo* gene* de la* 1$VHM.
Por otro lado, el grupo de menor respuesta tenía mayor expresión «le marcador» de
activación temprana. CD3B. CD40 y CD69. que se han asociado con muestra» con
IgV,, no mutadas y con peor pronóstico"*. Adema», cncontramot que las muestra* con
lgVH no muladas mostraban mayor expresión de CDI la y CIMVd. lo que coincide con
la asociación descrita de ambos marcadores con estadios mis tardío* (Raí III y |V)
las que tenían [gVH mutadas presentaban mayor expresión de COI Ih, relacionado con
estadios tempranos de la enfermedad (Raí 0, I y II»'24. y de CD23, como ya se ha
publicado anteriormente**. Esto indica que las muestras pertenecientes al grupo de alta
respuesta pueden coincidir con muestras de pacientes con mejor pronóstico y que
presentan IgVM mutadas. Posteriormente, comprobamos que esto* marcadores de
superficie correlacionaban perfectamente con el estado mutacional de las lgVM de
nuestros pacientes
Por Otra parte, al estudiar los diversos marcadores de superficie advertimos que
el CD3S, marcador relacionado con un curso desfavorable de la enfermedad y con
pacientes que presentan lgVH no mutadas1", estaba más expresado en muestras que no
respondían frente a los dos estímulos. Previamente se habían publicado vanos trabajos
de estimulación vía BCR en función de la positividad para este marcador, Zupo el al.1"
defendían que el anti-IgM conducía a apoptosis en células B de LIX-B que expresan
CD38, pero no en las CD38 . Realmente, no se pueden comparar ambos resultados, ya
que las condiciones de trabajo utilizadas por este grupo diferían de las nuestras, siendo
la concentración de anti-IgM mucho más alta.
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Cuando analizamos la respuesta de ambos estimulo* frente al
de las lgVH observamos que los 1 H de nacientes con lgVM T—TT'ftf tenían una mayor
rcapuftlii a anti-Cl>5 y a anti-lgM 0.1 pg mi que las células B con IgV,, no mutadas. En
principio, esto no parecía coincidir con lo refendo en la literatura, donde se describe que
las muestras con IgV
 M no muladas responden mejor a estímulos propio» del B( R Esta
discrepancia puede deberse al upo de ensayo utilizado en el estudio de Lanham ct..
En realidad, este grupo determina el nivel de fosfotirosinas en respuesta a alta»
concentraciones de anii-lgM. pero no analiza el efecto de esta estimulación en
viabilidad. Centrándonos en nuestros resultados, pudimos comprobar que el incremento
en fosfotirosinas al estimular con anti-lgM 10 ug/ml era mucho mayor en las muestras
con IgVH no mutadas. Sin embargo, esas mismas muestras no presentaban mayor
viabilidad en respuesta a anti lgM 0.1 ¿ig mi, es decir, pertenecían aJ grupo denominado
por nosotros "de baja viabilidad frente a anti-CD5 o anü-lgM 0.1 fig/ml". Por el
contrario, las muestras con lgVM no mutadas sí que respondían mejor a SAC * IL-2.
Este dalo es muy importante porque nos indica que ambos grupos responden de
diferente manera según la naturaleza del estímulo recibido, lo que concordaría con la
hipótesis de que los clones tumoralcs de ambos tipos se expandieron en respuesta a
estímulos diferentes50. Se ha sugerido que las células B lumorales con lgVH no muladas
responden a estímulos T- independí ente, como pueden ser los antígenos poli sacando* o
la SAC 11-2 utilizada en nuestro estudio, mientras que las que presentan IgVM
mutadas lo hacen a estímulos T-dependiente, ya que sus genes lgVH han madurado su
afinidad. Estas diferencias podrían justificar que los pacientes con IgVn no muladas
pudiesen responder a una variedad de antígenos más amplia y con menor afinidad Por
esta ra/ón. se expanderian antes y de una manera más incontrolada, presentando un
desarrollo más rápido de la enfermedad y. por tanto, un peor pronóstico Además, está
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descrito que bu muestras con tgVH no muladas pwmUH tetomoros mil conos,
indicativo de un mayor número de duisiones celulares1" Se ha niguitiu que esto te
debe a fu mayor capacidad de responder a cmimulo* via BCR1** Nosotros pfmsmw
que el BCR de ambo* grupos de pacientes es capa/ de responder frenic a antigeno, pero,
debido a su especificidad, es probable que los IB con lgVM no mulada» encuentren más
fácilmente un antigeno al que responder, de ahí que pmlifcrcn mas frecuentemente.
En los dos úhirnos años ha cobrado mucha importancia el análisis de la proteina
ZAP-70**. ya que se ha observado que las muestras ZAP-70* no presentan mutaciones
en los genes lgVf( y. además, se asocian con un peor pronóstico64. Incluso algunos
grupos defienden que es un indicador pronóstico mejor aún que el estado mutacional de
las IgVH. el cual no siempre coincide con el desarrollo de la enfermedad1*6. Nosotros
encontramos que la mayoría de las muestras ZAP-70* no presentaban mutaciones lgVM
y VKOITVI Hay un trabaio donde se estudia la mayor respuesta frente a anií-IgM en
células ZAP-7O""1. en este sentido, nuestros datos de viabilidad no se correlacionan con
el porcentaje de ZAP-70. lo que podría deberse al bajo número de muestras ZAP
que encontramos o al hecho de que c* difícil establecer un punto de corte que discrimine
entre muestras positivas y negativas. Sería necesario aumentar el tamaño de la muestra
para comprobar si los pacientes que presentan positividad para ZAP-70 tienen una
menor respuesta a los estímulos utilizados en nuestro trabajo.
La viabilidad mediada por CD5 depende de un mecanismo que implica a la FfiC
I na vez comprobado que anii-CDí era capa? de inducir viabilidad en los LB de
LLC-B, nos propusimos profundizar en los mecanismos moleculares responsables de la
misma. Encontramos que la expresión gen Ka y proteica de M c l l aumentaba en Uk
(.dulas estimuladas con anti-CDS. E i u protrina antt-apoptótica de la familia de Hcl-2 ae
ha relacionado con la resistencia de lo» N i de LLC-8 a la quimioterapia11.
Se dispone de pocos datos acerca de la vía de señalización iniciada a través de
CDS. SfnuuTO el ai. observaron la participación de la PC-PI.C y la HDC-f en células
Jurkat estimuladas con anii-CD5n:. mientras que Gnnghuis et al. describieron la
implicación de la PD-K y la CaMK IV en LT humanos de sangre periférica15" Estas
diferencias podrían deberse a fa fuente celular utilizada y al tipo de estímulo. Los
resultados de Simarro et al. parecen más específicos, dado que Un sólo estimulan con
anti-CDS. mientras que el grupo de Gnnghuis coestimula con anti-CD5 células
preachvadas con PHA I aritt-CD28. lo que no asegura que ta señalización haya sido
disparada por TCR. por CDS o conjuntamente por ambos. Nosotros utilizamos célula* B
de LLC-B estimuladas tan sólo con anti-CDS, lo que nos aseguraba que los resultados
Observados se debiesen exclusivamente al CDS. Nuestros dalos demuestran que PKí'
está implicada en fa viabilidad mediada por < '1)5. ya que observamos un descenso de ta
proieina anti-apoplética McM al inhibir esta molécula con un inhibidor específico, la
Bis I
La familia de las PKCs está involucrada en una gran variedad de desórdenes
celulares en los cuates las vías de transducción de señales están alteradas1 Í 7 J * \ £ n I B
de LLC-B la activación de PKC se ha implicado en la supresión de apoplosis
espontánea e inducida por drogas1". La incubación de células de LLC-B con
bnoslatina-l. una molécula que estructuralmente mimetiza el DAG y que activa PCK.
aumenta Mcl-I y XIAP. lo que produce una gran resistencia a la apoptosis. Esto
II
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concordaría con nue»tn<s multados, en los que vemos un aumente* de M c M y en
algunos casos de XIAP al estimular con anii « I >\ aumento que «r loict ic al inhihir la
PKC Sin embargo, no se t ibe que isofbrma es importante en la regulación de U
apoptosis de c*tos linfbctios lumorales Kingshausen ei al concluyen que es PKC-Ó la
que podna tener un papel predomínenle en la prevención de apoptosis. ya que en cu
estudio no delectaron ningún cambio en la apoptosis al incubar con inhibidores
específicos de otras iso formas Dado que el inhibidor utilizado en nuestro trabajo no es
especifico de la PK( '-{ (implicada en la vía de señalización estudiada por Suriano et
al'i:). sino de otras i so formas, solo poii ¡escariar la participación de f*Kí '• * en la
vía de señalización disparada vía CDS en I 1 ( B Sin embargo, dato» obtenidos en
ratones knockout para PKC-ó indican que esta isoforma es un componente indispensable
de una ruta de scfiali/acion especifica para la inducción de tolerancia en células B.
ademas, la isoterma PK( -6 no parece participar en la proliferanción de Imfocitos M
Dada la participación de CD5 en la inducción de tolerancia'Vl y. puesto que nosotros no
observamos proliferación en respuesta a anti ( l > \ pensamos que la P K C - A podría ser
importante en la vía del CD5 en las células B de ULC-B Sin embargo, son necesarios
estudios de inhibición específica de las diferentes isotermas de PKC para poder
confirmar este punto.
I na \c/ demostrado que la ruta de señalización de CDS implica el aumento de
Mcl-E por un mecanismo dependiente de PKC, observamos que esta ruta conducía al
incremento de IL-IO. La IL-10 es una pótenle citocina aninnflamatona secretada por
monocitos macrófagos. células Th> y células B estimuladas1"1 Esta citocina induce el
crecimiento y la diferenciación de LB humanos normales a células secretoras de
mmunoglobulinas y previene la apoptosis de células B del CG I ? : . En LB de LLC-B se
82
1 t l > , ¡ l » i < t t l
ha observado que promueve la tinte»»* de AON y la producción de IgM cuando la»
célula» están preactivadas con g l f T I l O ' " Por el contrario, cuando te u t i lm de forma
aislada, la IL-IO media apoptosis en células de LLC-B no actuada», de manera
dependiente de dosis1 Vl. aunque otros estudios demuestran que en células recién
extraídas media supervivencia y no apoptosit'". También te ha visto que la unión de
II 10 a su receptor c n l h H resulta en la fosforilación de STAT-t y STAT-3, inhibe
la proliferación de células B. aumenta la diferenciación, pero no induce apopto&is. Je
hecho, reduce la apoptosis inducida por hidrocortisona"5.
Hay datos que relacionan la expresión gcnica de IL-10 con un mejor pronóstico
de la LLC-B . lo que apoyaría el hecho de que las muestras con IgVH muladas de
nuestro estudio sean capaces de expresar mayor cantidad de esta atocina al ser
estimuladas con anti-CD5 Sin embargo, otros autores han encontrado que la alta
expresión de II,- ¡0 en suero está relacionada con mal pronóstico
Adema», comprobamos que la inducción de 11.-10 mediada por CDS se veía
revertida al inhibir la PKC lo que nos confirma una vez más el papel de PKC en la ruta
del CDS. Hay vanos trabajos en los que se define la aportación de la PKC y la P13-K en
la producción de IL-10 en macrófagos estimulados con LPS y PMA/ionomicinaIVMft0.
Esto coincidiría con lo descrito por Gringhuis el al en relación a la estimulación vía
CD5. en la cual se ve implicada la PI3-K10*.
Los trabajos publicados acerca de la ruta de señalización del CD5 parecen
indicar que este receptor puede disparar dos vías distintas de señalización, una mediada
por PLCI0P y la otra por PB-K" : , molécula involucrada en la activación de la PKC-ft en
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otras vías de legalización1". Esto m imo podrí* estar ocurriendo en kM LB de LLC-B.
en la cual la estimulación del Cl>5 disparasen ambas ruta*, que confluyesen en la
activación de la PKC-fi por DAG1** (proveniente de la acción de la PLC > o por PIP,'*1
(producido por P13-K» Ademas, se sabe que PKC-ft es capa/ de activar factores de
transcripción como STATi ' * : . que. i su ve/, pueden regular la expresión de IL-101*4.
Basándonos en nuestros resultados y las observaciones hechas por otros grupos,
proponemos un modelo para la vía de senah/actón inducida por CD5 en LB de
pacientes de LLC-B (Figura 30). La unión de un ligando a CDS produciría la
fosforilación de ciertas PTKs. entre ellas Lyn. Fyn y. posiblemente. Ixk Por mediación
de estas se activarían dos rutas independientes: la ruta de la PI3-K y la ruta de la Pl c
La PÍ3-K transformaría PÍPj en PÍP>. el cual activaría a PKC-6 Por otro lado, PLC
hidroh/ana PIP : en inositol trifosfato ( IP,| y en OAG, activando este a PKC-é. Ésta
podría activar a ciertos factores de transcnpción como STAT-3, lo que conduciría • un
aumentó de la transcripción de II -10 y de Mcl-I Mcl-I evitaría así que te liberasen
diversas proteínas pro-apoptóticas de la mitncondna. mientras que la IL-10 podría tener
un efecto autoenno sobre los LB de LLC-B. activando diversos factores de
transcripción, como STAT-1 y STAT-3
Resumiendo, el CDS es una molécula cuya función es inhibir la señalización
iniciada a través del BCR en LB Ya que en LLC-B parece no cumplir esta función.
puede contribuir a la expansión clona! inicial, además de al mantenimiento de las
señales que hacen que la célula tumoral sobreviva Por otra parte, la estimulación vía
CD5 proporciona viabilidad a las células B neoplásicas. es posible que la interacción del
CDS con sus ligandos pueda contribuir a la estimulación de células transformadas asi
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como de clones autonractivo». mediante la interacción de la» VM* o d d CO72*' con d
» I>< de la mi una célula o de célula» B vecinas. Además de la estimulación entre la*
propias células B neoplásicat. los ligando* del C'DS se encucrauan ampliamente
distribuidos, el CD72 aparece en células foliculares dendrítica». macrófago* d d ha/o,
células de Kupflcr c incluso en ttmocitos de MO, la gp35-37 en esplcnocilot. célula» B
y clones Thl y Th2 activados' . pudicndo tener un papel importante en la
coestimulación célula Bcclula T durante la respuesta inmune T-dependícinc, y cl
ligando descrito por Calvo et at, , en Imfocitos y monocilos de sangre periférica y en
diversas lincas celulares de ongen epitelial, miclomonocihca y hnfoide CT y B | Por
tanto, sea cual sea el compartimento donde se encuentren los LB tumorales. el CD5
podría encontrar un ligando, favoreciendo así cl mantenimiento de la viabilidad de estas
células y previniendo su eliminación del sistema inmune.
Implicación iltnti a
El conocimiento de rutas de señalización alteradas en fa I 1 í H puede abrir
nuevas oportunidades en el tratamiento de esta ncoplasia La importancia de la PKf en
la regulación de la proliferación y apoptosis celular y, como consecuencia, en Id
formación de tumores, sugiere que es un objetivo potencial para cl desarrollo de agentes
anlicancerígenos1*5. Se han probado vanos inhibidores de la PKC en ensayos
clínicos'**, los cuales han demostrado tener actividad antipmliferativa en diversos
tumores in vttroihr'. En particular, por lo descrito en la literatura y por los resultados
obtenidos en nuestro estudio, la inhibición de PKC-ó u otras isoformas puede suponer
un prometedor acercamiento en el tratamiento de la LLC-B.
I l l > I I I -
Mtura M.- Motfeln de la vía de «enalí/acíñn inducida por ( II* < n I H <w II < It
M
CONCLUSIONES
en los nmifíadot obionido» en este trabajo, te puede concluir to
1.- A diferencia de lo encontrado en 1 H de amígdala, el cntrecru/jmicirto de CDS no
afecta a la vía de scnali/acton iniciada a ira\ c* del BCR en LB de LLC-B.
2.- Anti-CD5 proporciona viabilidad a los LB de un amplio grupo de pacientes de
LLC-B, distinguiéndose dos grupos en respuesta a este estimulo, uno de alia y otro
de baja viabilidad. Por el contrario. anti-CD5 no proporciona viabilidad a las
células B de ninguno de los controles.
3.- La respuesta a anti-C*D5 se correlaciona con la observada frente a bajas
concentraciones de ann-lgM
4.- La \ labilidad proporcionada por anti-CD5 o por anti-IgM es debida a un
mantenimiento de la misma y no a un efecto de la proliferación
3.- El grupo de respuesta de alia viabilidad frente a anti-CDS o anti-IgM presenta un
fenotipo propio de IB con IgVM mulada*, mientras que el de baja viabilidad
presenta marcadores propios de células con lgVH no muladas
f».- Las muestras de LLC-B CD38 responden mejor a ia estimulación con anti-CD5 o
con anti-IgM a bajas concentraciones.
7.- Los pacientes de LLC-B con lgVH muladas responden mejor a anti-CD5 o anti-
igM, mientras que los que presentan IgVM no muladas responden mejor a SA(
I L :
8.- La viabilidad inducida por anti-CD5 implica a la PKC, la cual modula la expresión
de la proteina ant i-apoplética Mcl-1 y la síntesis de 1L-10.
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